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RESUMO

Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants (sin: Chenopodium
ambrosoides L.), Amaranthaceae, € empregada na medicina popular
brasileira e é conhecida como erva-de-santa-maria e mastruz. Possui
propriedades antiparasitarias, antibacterianas, anti-inflamatérias,
antifungicas e antitumorais. O presente trabalho visa a caracterizagédo e o
desenvolvimento tecnoldgico do extrato seco das partes aéreas de D.
ambrosioides, padronizado em flavonoides expressos como rutina, bem
como a avaliagdo da sua toxicidade. Os espécimes foram coletados nas
regides de Anapolis, Goiania, ltapuranga e Pirendpolis, estado de Goias, e
as exsicatas foram depositadas no herbario da Universidade Estadual de
Goias com registros HUEG11387-11392, 11873. O material vegetal foi
dessecado e caracterizado por métodos farmacopeicos. Parte do material foi
macerado, percolado em etanol 70% (p/p), numa proporgao droga/solvente
de 10% (p/p). O extrato obtido foi concentrado, caracterizado e acrescido de
diéxido de silicio coloidal para secagem por aspersao (spray-drying). A droga
vegetal também foi submetida a extragao assistida por ultrassom (EAU),
para a qual foram desenvolvidos e validados métodos analiticos de
identificacdo e doseamento de rutina por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (CLAE), e de flavonoides totais expressos como rutina, por método
espectrofotométrico. Os processos de EAU e de obtencdo do extrato seco
padronizado em flavonoides, expressos como rutina, foram otimizados
utiizando o modelo de planejamento fatorial Box Behnken (3%) e a
Metodologia de Superficie de Resposta (MSR). O extrato seco padronizado
e caracterizado foi submetido a ensaios toxicolégicos in vitro em Artemia
salina nas concentragdes de 62,5 a 1000 pg/mL e também

in vivo, de toxicidade oral aguda em ratas Wistar, aprovado pela comissao
de ética no uso de animais, nas dosagens de 300 e 2000 mg/kg. Os ensaios
farmacopeicos demonstraram parametros relevantes na identificagao vegetal
da espécie e controle de qualidade da matéria-prima vegetal. Para o extrato
bruto de partes aéreas de D. ambrosioides, o método analitico em
cromatografia a liquido de alta eficiéncia para identificagdo e doseamento do
marcador rutina foi validado parcialmente para os parametros seletividade e
linearidade. Ja o método analitico espectrofotométrico atendeu aos critérios
de seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez, sendo rapido,
barato e de facil execu¢do no doseamento de flavonoides expressos como
rutina. Na EAU as melhores condigdes para as variaveis analisadas foram:
tempo de extracao de 60 minutos, temperatura de 57°C e teor etandlico de
57% (p/p). Para a obtengdo do extrato seco padronizado as melhores
condigdes, neste estudo, foram: concentragdo do adjuvante de secagem de
50% (p/p), temperatura de entrada de 148°C, fluxo de alimentagao 0,5 L/h.
Para os ensaios toxicoldgicos, o extrato seco padronizado foi considerado
atoxico no ensaio de Artemia salina e classificado como de baixa toxicidade
no protocolo de toxicidade oral aguda em roedores, com DLso entre 2000 a
5000 mg/Kg. Os resultados obtidos contribuem para o desenvolvimento de
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matérias-primas de alta qualidade e baixa toxicidade a partir das partes
aéreas de D. ambrosioides. No entanto, devem ser conduzidos ainda
estudos de toxicidade cronica, subcrébnica e materno-fetal.

Palavras-chaves: Chenopodium ambrosioides, flavonoides, extrato
padronizado, metodologia de superficie de resposta, extragdo assistida por
ultrassom, spray drying.

Resumo Xviii



ABSTRACT

Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants (syn: Chenopodium
ambrosoides L.), Amaranthaceae, is used in Brazilian folk medicine and is
known as “erva-de-santa-maria” and “mastruz’. It has antiparasitic,
antibacterial, anti-inflammatory, antifungal and antitumor properties. The
present work aims at the characterization and technological development of
the dry extract of D. ambrosioides aerial parts, standardized in flavonoids
expressed as rutin, as well as the evaluation of its toxicity. The specimens
were collected in the regions of Anapolis, Goiania, Itapuranga and
Pirendpolis, State of Goias, identified and the vouchers were deposited at
State University of Goias herbarium, with number registers HUEG11387-
11392, 11873. The plant material was dried and characterized by
pharmacopoeia methods. Part of the material was macerated, percolated in
70% (w/w) ethanol, in a drug/solvent ratio of 10% (w/w). The extract obtained
was concentrated, characterized and added with colloidal silicon dioxide for
spray-drying. The plant material was also submitted to ultrasound-assisted
extraction (UAE), for which analytical methods for identification and
quantification of rutin by high performance liquid chromatography (HPLC)
and of total flavonoids, expressed as rutin, by spectrophotometric method
were developed and validated. The processes of UAE and of dry extract
standardization in flavonoids, as rutin equivalents, were optimized using a
Box Behnken (3%) design and the Response Surface Methodology (RSM).
The standardized and characterized dry extract was subjected to in vitro and
in vivo pre-clinical toxicological tests performed, respectively, in Artemia
salina at concentrations of 62.5 to 1000 pg/mL, and in Wistar rats, approved
by ethics commission, at dosages of 300 and 2000 mg/kg. The
pharmacopoeia tests demonstrated relevant parameters in the vegetal
identification of the species and quality control of the vegetal raw material.
For the crude extract of aerial parts of D. ambrosioides, the high performance
liquid chromatography analytical method for identification and assay of rutin
was partially validated for the selectivity and linearity parameters. The
spectrophotometric analytical method met the criteria of selectivity, linearity,
precision, accuracy and robustness, being a fast, inexpensive and easy
method to perform the dosage of flavonoids expressed as rutin. In the UAE
the best conditions for the analyzed variables were: extraction time of 60
minutes, temperature of 57°C and ethanol content of 57% (w/w). In order to
obtain the standardized dry extract, the best conditions achieved in this study
were: 50% (w/w) adjuvant concentration, inlet temperature of 148°C, feed
flow of 0.5 L/h. For toxicological tests, the standardized dry extract was
considered nontoxic in the test of Artemia salina and classified as low toxicity
in the acute oral toxicity protocol in rodents, with LDso between 2000 and
5000 mg/kg. The results obtained contribute to the development of high
quality and low toxicity raw materials from D. ambrosioides aerial parts.
However, chronic, sub chronic and maternal-fetal toxicity studies should be
conducted.

Keywords: Chenopodium ambrosioides, flavonoids, standardized extract,
response surface methodology, ultrasound-assisted extraction, spray drying.
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1 INTRODUGAO

Gastos mundiais com medicamentos podem atingir 1,5 trilhdo de
dolares até 2021 (IMS, 2016). Novas estratégias para promogéo de saude e
reducao de desigualdades sdo necessarias. A Organizacdo das Nacgdes
Unidas (ONU) delimitou como uma das metas dos “Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel” até 2030: assegurar o0 acesso a
medicamentos seguros, eficazes e com pregos acessiveis (ONU, 2015).
Neste contexto, os medicamentos fitoterapicos representam uma
oportunidade para o alcance desta sustentabilidade.

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) define como medicina
tradicional o conjunto de praticas medicinais presentes nas culturas
mundiais, que abrange a medicina tradicional chinesa, Ayurveda, indigena, o
uso de ervas medicinais entre outros. Segundo a entidade o alcance destas
praticas pode atingir 80% da populagdo de paises em desenvolvimento.
Desde 2002 a OMS tem se posicionado a respeito da necessidade de
valorizar a utilizacao de plantas medicinais no ambito sanitario e na atencao
basica a saude e mais recentemente tem langado novas metas de incentivo
a medicina tradicional até o ano 2023 (WHO, 2002; WHO, 2014).

Em 2009, no Brasil, o Ministério da Saude, a partir do Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, divulgou a Relagdo Nacional
de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) a qual apresenta 71
plantas medicinais com potencial para gerar produtos. O objetivo desta lista
foi direcionar estudos e pesquisas que subsidiem a elaboracao da relagao de
fitoterapicos disponiveis para uso da populagédo (BRASIL, 2009).

A legislacado sanitaria brasileira define fitoterapico como o produto
obtido exclusivamente de matéria-prima ativa vegetal, com finalidade
profilatica, terapéutica ou paliativa e nao se considera medicamento
fitoterapico aquele que inclui na sua composigao substancias ativas isoladas,
sintéticas ou naturais, nem as associagcbes dessas com extratos vegetais.
Dentre os fitoterapicos incluem-se: o medicamento fitoterapico (MF) e o

produto tradicional fitoterapico (PTF), podendo ser simples, quando o ativo é
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proveniente de uma unica espécie vegetal medicinal, ou composto, quando o
ativo é proveniente de mais de uma espécie vegetal. O insumo farmacéutico
ativo vegetal (IFAV) é a matéria-prima ativa vegetal, ou seja, droga ou
derivado vegetal, utilizado no processo de fabricagcdo de um fitoterapico
(BRASIL, 2014b).

Para o registro, manipulacao/produgédo e comercializagdo de MF, PTF
e IFAV, o Brasil tem hoje normas sanitarias e uma legislagdo rigida que
solicita comprovacgbes cientificas de seguranga e eficacia. Dentre as
exigéncias da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) prevista na
RDC 26/2014, esta a realizacao de testes para a comprovacao da qualidade
do derivado vegetal, como a sua caracterizagao fisico-quimica e botanica,
em toda a cadeia produtiva.

Para garantir a seguranga sao conduzidos testes pré-clinicos (n&o
clinicos) e clinicos dos fitoterapicos. Os estudos pré-clinicos incluem ensaios
de toxicidade de dose unica (aguda), toxicidade de doses repetidas,
toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, tolerancia local e carcinogenicidade
além de estudos de interesse na avaliagdo da segurancga farmacologica e
toxicocinética. Os ensaios clinicos preveem quatro estagios: estudos de
farmacologia humana (fase I), estudos terapéuticos ou profilaticos de
exploracéao (fase Il), estudos terapéuticos ou profilaticos confirmatérios (fase
lll) e os ensaios pods-comercializagado (fase 1V) (BRASIL, 2008; BRASIL
2013).

A espécie vegetal Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants
(erva-de-santa-maria) da familia Amaranthaceae esta presente na
RENISUS, tem grande aceitagcdo na medicina tradicional e popular em
diversos paises e em alguns destes chega a ser consumida como
condimento. A planta tem sido usada no tratamento de verminoses,
inflamacdes, doencgas respiratérias e gastrointestinais (JARDIM et al., 2010;
BARROS et al., 2013; TRIVELLATO-GRASSI et al., 2013; JESUS et al.,
2018). Embora a espécie possua diversas atividades farmacoldgicas, um de
seus principios ativos presente no o6leo essencial em concentragdes
elevadas, o ascaridol, € também responsavel por sua toxicidade (GADANO
et al., 2002).
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No intuito de produzir fitoterapicos, o controle de qualidade deve
ocorrer desde a matéria prima vegetal até o desenvolvimento de um produto
intermediario de qualidade. Para os produtos intermediarios os extratos
secos sao preferidos a extratos liquidos, por serem mais estaveis
quimicamente, microbiologicamente, além da possibilidade de serem
incorporados a diversas formas farmacéuticas solidas e semi-solidas. Para a
obtencdo de extratos secos, dentre as diversas técnicas, a secagem por
aspersao ou spray drying € uma das mais utilizadas por ser uma técnica
versatil, rapida e ainda permitir a padronizagdo da concentracdo dos
principios ativos (CARVALHO et al., 2008; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Diante do potencial medicinal da planta D. ambrosioides e da
auséncia de produtos fitoterapicos de alta qualidade desta espécie vegetal,
certificada por pesquisas a bancos de dados de patentes, como o Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (INPl), World Intellectual Property
Organization (WIPO) e na base de pesquisa Google Patentes, este trabalho
se propde a caracterizar e desenvolver extratos vegetais padronizados de D.

ambrosioides, e avaliar sua toxicidade em ensaios pré-clinicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants (AMARANTHACEAE)

Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants (Sin. Chenopodium
ambrosioides L.) é tradicionalmente empregada na medicina popular brasileira e faz
parte da RENISUS, lista de plantas medicinais de interesse do Sistema Unico de
Saude (SUS) brasileiro. Primariamente classificada como da familia
Chenopodiaceae foi incorporada, por estudos filogenéticos, a familia
Amaranthaceae, cuja abrangéncia é de 2.360 espécies e cerca 170 géneros (JUDD
et al., 2002). No Brasil existem 20 géneros nativos e aproximadamente 150 espécies
(SOUZA; LORENZI, 2008; FANK-DE-CARVALHO; BAO; MARCHIORETTO, 2012).

O género Chenopodium apresenta-se como um taxon de grande numero de
espécies e de morfologia variavel, o que justificou ampla revisdo taxondmica no
comego do século XXI. Os estudos confirmaram, inclusive com dados moleculares,
que o género Dysphania era capaz de compreender todos os taxons glandulares de
Chenopodium. Desse modo, passou a circunscrever os taxons com tricomas
glandulares, como Chenopodium, em Dysphania de acordo com o proposto por
Mosyakin e Clemants (2002), culminando na nova combinagao Dysphania
ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants, o que tem sido amplamente aceito no meio
cientifico (MOSYAKIN; CLEMANTS, 2002; FUENTES-BAZAN; UOTILA; BORSCH,
2012; SUKHORUKOV; ZHANG, 2013; SENNA, 2015; CABI, 2018). Como a maior
parte da literatura ainda se refere a denominacdo Chenopodium ambrosioides
algumas informagdes da planta foram comparadas as do género Chenopodium, mas

ao longo do trabalho a espécie é referida pelo nome cientifico atualizado.
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Espécie nativa da América Tropical, com provavel origem no Meéxico.
Apresenta ampla distribuicdo em regides de clima tropical, subtropical e temperado
(KOKANOVA-NEDIALKOVA; NEDIALKOV; NIKOLOV, 2009). D. ambrosioides ¢é
uma planta herbacea, anual ou perene, muito ramificada, possui um ciclo de vida
anual de facil cultivo. Sua propagacéo acontece por meio de sementes, tem uma
producdo muito intensa, o odor € desagradavel e sua altura pode variar de 0,4 m a
1,5 m (LORENZI, 1982).

Nas diversas regides em que é encontrada recebe uma variedade de nomes
como ambrisina, cambrdsia, ambrosia-do-méxico, apazote, cacica, canudo, cha-do-
meéxico, cha-dos-jesuitas, cravinho-do-mato, erva-das-cobras, erva-de-santa-maria,
erva-do-formigueiro, erva-embroésia, erva-formigueira, erva pomba-rota, erva-santa,
lombrigueira, mata-cobra, mentrasto, pacote, quenopddio, mastrugo, mentrei,
mastruz, mentru¢o e menstruz (COSTA, 1987; LORENZI; MATOS, 2002).

Diversos metabdlitos secundarios sao relatados em suas partes aéreas como
compostos fendlicos, antraquinonas, alcaloides, esteroides, flavonoides, flavononas,
saponinas, taninos, triterpenos e terpenos (MARINS et al., 2011; OKHALE et al.,
2012; BEGUM et al., 2015). Esses metabodlitos sdo responsaveis por varias
propriedades terapéuticas, tais como as atividades anti-parasitaria, anti-fungica, anti-
tumoral, anti-inflamatdria e antimicrobiana da planta (JARDIM et al., 2010; BARROS
et al., 2013; TRIVELLATO-GRASSI et al., 2013; JESUS et al., 2018).

Primariamente foram conduzidos estudos sobre a composicdo do odleo
essencial de D. ambrosioides no comecgo do século XX. Devido sua utilizagdo como
anti-helmintico, o uso do 6leo essencial foi difundido no mundo inteiro, desde entao
houve o interesse cientifico em comprovar tal propriedade e determinar o
componente responsavel pela atividade (LEVY, 1914). Smillie e Pessoa (1924)
verificaram no Oleo o ascaridol, com variagdo de 45 a 70%, e uma mistura de
hidrocarbonetos liquidos, que constituia de 25 a 35% do Oleo. Na fragcdo de
hidrocarbonetos liquidos identificaram cimeno, felandreno, limoneno e outros
componentes.

No estudo de Jardim et al. (2008) identificaram-se seis componentes do oleo
essencial nas folhas de D. ambrosioides brasileira: (Z)-ascaridol (54,0%), (E)-
ascaridol (17,3%), a-terpineno (11,2%), p-cimeno (6,0%), carvacrol (2,3%) e alcool
benzilico (0,4%), representando 91,2% do extrato. Em outra pesquisa no 6éleo

essencial das partes aéreas de D. ambrosioides foram identificados 27
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componentes. As principais substancias foram: (Z)-ascaridol (27,27%), p-cimeno
(19,05%), isoascaridol (14,75%), a-pineno (6,33%) e a-terpineno (5,12%) (BAI; LIU;
LIU, 2011).

O ascaridol € o monoterpeno biciclico mais abundante do antigo género
Chenopodium (DEMBITSKY; HKROB; HANUS, 2008). Diversos estudos sugerem
que o ascaridol encontrado em extratos etandlicos de D. ambrosioides pode ser o
principal responsavel por seus efeitos antinociceptivos, sedativos e anti-inflamatoérios
(OLAJIDE; AWE; MAKINDE, 1997; IBIRONKE; AJIBOYE, 2007; TRIVELLATO-
GRASSI et al., 2013).

Apesar do amplo uso popular, D. ambrosioides foi retirada da Farmacopeia
Brasileira 12 edicao devido a sua toxicidade, podendo ocasionar convulsoes, irritacdo
de mucosas, vOmitos, vertigens, dores de cabecga, problemas renais e hepaticos e
surdez temporaria (PACIORNIK, 1990). Essa toxicidade é dependente da dose e
esta relacionada com o ascaridol (SOUSA et al.,1991).

Estudos recentes com extratos liquidos de D. ambrosioides proporcionaram a
identificacdo de compostos fendlicos, sendo que destes, os flavonoides sdo os mais
abundantes (BARROS et al.,, 2013; JESUS et al, 2018). Os flavonoides tém
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antitumorais e antimicrobianas (LAY
et al., 2014; PARHIZ et al., 2015; RAJENDRAN et al., 2016; YAKOUB et al., 2018).
Barros et al. (2013) verificaram no extrato metandlico de partes aéreas de D.
ambrosioides a rutina, quercetina e derivados de canferol em maior quantidade.
Jesus et al. (2018) identificaram a presenga dos flavonoides rutina, quercetina e
crisina no extrato etandlico de folhas da espécie e nas fragdes cloroférmica, acetato
de etila e n-butanol.

Song et al. (2015) identificaram cinco novos elementos bioativos do extrato
etandlico de partes aéreas da planta, as chenopodiumaminas (A-D) e o
chenopodiumosideo A.

Devido a toxicidade de compostos presentes no doleo essencial seu uso
terapéutico € desencorajado. Contudo, com o aumento de zoonoses, o Oleo
essencial de D. ambrosioides tem ganhado um novo enfoque pela agao repelente e
inseticida (PAVELA et al., 2017). Ha também resultados promissores para o
tratamento com O&leo essencial de partes aéreas de D. ambrosioides para

leishmaniose cutdnea (MONZOTE et al.,, 2014a), com comprovacado de atividade
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para formas amastigotas e promastigotas. Além de demonstrar efeito para o
Plasmodium falciparum e Trypanosoma brucei (MONZOTE et al., 2014Db).

Por outro lado, propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias foram
registradas, tanto para o extrato etandlico quanto para o extrato aquoso de partes
aéreas de D. ambrosioides. Barros et al. (2013) e Song et al. (2015) verificaram
propriedades antioxidantes para o extrato aquoso obtido da infusdo de partes aéreas
de D. ambrosioides. Para o extrato metandlico observaram-se propriedades
antitumorais frente as linhagens celulares de carcinoma de célon, cervical e
hepatocelular.

Ainda ha estudos que demonstram atividades antibacterianas para
Helicobacter pylori, tanto in vivo quanto in vitro (LIU et al., 2013; YE et al., 2015).
Jesus et al. (2018) conseguiram relacionar a presencga de rutina, quercetina e crisina,
nos extratos de folhas da espécie, a atividade antimicrobiana, com resultados
promissores para a fragédo cloroférmica no combate ao Mycobacterium tuberculosis.

O estudo de Calado et al. (2015) constatou que o extrato etandlico de folhas
de D. ambrosioides é capaz de reduzir a dor e a inflamag&o sinovial num modelo
experimental com cobaias animais. Alguns estudos demonstraram atividades
hipotensivas e no combate a diabetes (EDDOUKS et al., 2002; TAHRAOUI et al.,
2007; ASSAIDI et al., 2014).

Além disso, a pesquisa de Jardim et al. (2010) avaliou a atividade antifungica
do extrato hexanico obtido de folhas de D. ambrosioides. A fragdo hexanica
purificada em concentracédo de 0,1% inibiu o crescimento dos fungos Aspergillus
flavus, Aspergillus glaucus, Aspergillus ochraceous, Fusarium semitectum, Fusarium
oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides, Asperqillus niger, Colletotrichum musae.
Estes organismos sao responsaveis por prejuizos econdmicos em cultivos de frutas,
vegetais e graos, além de poderem representar riscos a saude pela contaminagao
de micotoxinas. Ja o trabalho de Shah (2014) verificou atividade antifungica
promissora para a fracdo acetato de etila obtida de extrato de raizes de D.
ambrosiodes, que apresentou concentracgdes inibitorias de 40 e 35% para os fungos
A. niger e Rhizopus tolenapur, respectivamente.

Embora haja tantos indicadores da variedade de aplicagdes farmacologicas, o
avanco de produtos a base da erva-de-santa-maria tem sido inibido pela toxicidade
da planta. Entretanto, estudos com extratos aquosos e hidroalcodlicos nao

demostram toxicidade em protocolos de toxicidade oral aguda em ratos, apenas em
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ensaios de toxicidade subcrbénica em roedores verificam-se sinais de hepatoxicidade
e nefrotoxicidade (SILVA et al., 2014; VALERIO et al., 2015). De maneira que para o
desenvolvimento de extratos de alta qualidade, faz-se necessario também estudos

de toxicidade.

2.2 PADRONIZAGAO DE EXTRATOS

Medicamentos fitoterapicos, tanto em paises desenvolvidos quanto em paises
em desenvolvimento, tém ganhado cada vez mais espago no atendimento médico
primario devido as margens de seguranca, amplas atividades biolégicas e baixo
custo. Contudo a matéria-prima vegetal estda sujeita a inumeros fatores como
contaminagao, deterioragao, variagao dos componentes (PALAV; D'MELLO, 2006).

A quantidade e a variedade dos componentes da droga vegetal podem ser
afetadas pela luminosidade, umidade, temperatura, idade e desenvolvimento da
planta, sazonalidade, altitude, nutrientes, estimulos mecanicos, e ataques de
patégenos e herbivoros que a planta possa ter recebido (GOBBO-NETO; LOPES,
2007; METLEN; ASCHEHOUG; CALLAWAY, 2009; PAVARINI et al., 2012). Logo, o
controle de qualidade da droga vegetal € de fundamental importancia para a
obtencao de produtos de qualidade.

Uma forma de assegurar a qualidade de um produto fitoterapico é a
padronizagdo, uma ferramenta que deve estar presente desde o cultivo até o
produto acabado. No cultivo, para garantir homogeneidade do material vegetal, e
nas demais etapas da produgdo do fitoterapico, a padronizacdo remete a um
conjunto de caracteristicas intrinsecas, avaliagbes qualitativas e quantitativas que
determinam a garantia de qualidade, eficacia, seguranga e reprodutibilidade, em
concordéncia com as normas técnicas (PALAV; D'MELLO, 2006).

De acordo com a Instru¢do Normativa — IN n°4, de 18 de junho de 2014, o
Guia de orientacdo para registro de Medicamento Fitoterapico e registro e
notificacdo de Produto Tradicional Fitoterapico, os métodos utilizados no controle de
qualidade devem estar presentes em farmacopeias reconhecidas ou serem
validados. No periodo da publicacdo da IN n° 4, a validacdo de métodos analiticos
era regida pela Resolugao — RE n° 899, de 29 de maio de 2003, que foi atualizada
pela Resolugdo da Diretoria Colegiada — RDC n°166 de 24 de julho de 2017
(BRASIL, 2003; BRASIL, 2014b; BRASIL, 2017a).
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A validacdo de um método analitico permite demonstrar a confiabilidade do
método em qualificar e quantificar uma substancia quimica de referéncia (SQR) na
amostra analisada. A SQR trata-se de uma substancia ou conjunto de substancias
quimicas ou biolégicas com elevado grau de pureza, com padrbes que
permitam determinar sua identidade, qualidade, teor e poténcia. Neste grupo
encontram-se a substancia quimica de referéncia caracterizada e a substancia
quimica de referéncia farmacopeica (BRASIL, 2017a).

De acordo com a RDC 26/2014, a identidade vegetal € garantida no controle
de qualidade durante a produgao do fitoterapico através da determinacédo do perfil
cromatografico da amostra e da quantificagdo de marcadores. Estes podem ser do
tipo ativo, quando relacionado com a atividade terapéutica do fitocomplexo, ou
analitico, quando ndo existe relacdo estabelecida com a atividade terapéutica do
fitocomplexo. O marcador escolhido deve ser ativo preferencialmente, e sua
identificacdo garantida através da substancia de referéncia correspondente
(BRASIL, 2014a).

Estudos indicam que a maioria dos compostos fendlicos presentes nos
extratos liquidos de D. ambrosioides sao flavonoides, dentre eles destacam-se
rutina, quercetina e crisina (BARROS et al., 2013, WU et al., 2016, JESUS et al.,
2018). A legislagao brasileira para fitoterapicos determina a escolha de um marcador
preferencialmente relacionado as suas atividades terapéuticas e varias propriedades
dos flavonoides estdo associadas as do género Chenopodium (BARROS et al.,
2013, BRASIL, 2014, JESUS et al., 2018).

No contexto de fitoterapicos que podem apresentar uma consideravel
variagao de seus componentes, um método analitico validado se torna um elemento

chave na padronizacao de medicamentos.

2.3 PROCESSOS EXTRATIVOS

Diversos estudos demonstram a interferéncia de processos extrativos no teor
de metabdlitos secundarios em extratos vegetais. Dentre as técnicas tradicionais
para producdo de extratos vegetais encontram-se a maceragdo, percolagdo e
extragdo por Soxhlet. Normalmente, estes processos necessitam de um grande
volume de liquido extrator ou de aquecimento, ebulicdo ou refluxo, que levam a

degradagao dos compostos fendlicos através de reagdes de hidrélise, ionizagédo e
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oxidagao (LI; CHEN; YAO, 2005; NAYAK et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2016; ZHAO
et al., 2017).

A percolagao é uma operagao dinamica, na qual a droga moida e intumescida
€ introduzida em um percolador, deixada em contato com o liquido extrator até
esgotamento da droga vegetal. Geralmente empregada na extragado de substancias
farmacologicamente muito ativas, presentes em pequenas quantidades ou pouco
soluveis (SIMOES et al., 2017).

Nas etapas de controle de qualidade, técnicas como a percolacido sao
desvantajosas por serem demoradas e necessitarem de grande quantidade de
liquido extrator. Métodos extrativos modernos como extragcao assistida por ultrassom
(EAU) tornam-se atraentes por propiciarem uma extragdo rapida e sao versateis
quanto a escala de produgéo, logo possibilita a redugcéao de custo. Nos ultimos anos,
o método de extracdo assistida por ultrassom tem sido utilizado para extrair
efetivamente os constituintes quimicos de materiais vegetais (DONG et al., 2010;
WANG et al., 2012; SIMOES et al., 2017).

O ultrassom aumenta a eficiéncia de extragdo de compostos organicos
possivelmente através da cavitagdo, que ocorre no solvente pela passagem de
ondas ultrassdnicas (ROSTAGNO; PALMA; BARROSO, 2007). Isso facilita uma
melhor penetragdo do solvente na amostra, aumentando a liberagdo de compostos
da matriz para o solvente (MORELLI; PRADO 2012). A otimizagdo das condi¢des
experimentais € um passo critico no desenvolvimento de um processo de extragao
assistido por ultrassom com sucesso, uma vez que variaveis de processo, como, 0
poder do ultrassom, a temperatura e o tempo de sonicagao afetam a eficiéncia de
extragao (JANG et al., 2017; MARAN et al., 2017).

Espada-Bellido et al. (2017) obtiveram éxito na otimizacdo da extragcao de
antocianinas e compostos fendélicos de Morus nigra L. (Moraceae) por EAU utilizando
as variaveis metanol (50 a 100%), temperatura (10 a 70°C), amplitude (30 a 70%),
ciclo (0,2-0,7s), pH do solvente (3-7), particdo sélido:liquido (1,5:10, 1,5:20). Maran
et al. (2017) avaliaram as condigdes o6timas de extragcdo de antocianinas totais,
compostos fendlicos e flavonoides para Nephelium lappaceum L. (Sapindaceae) na
temperatura de 50°C, poder do ultrassom 20W, tempo de extracdo de 20 minutos,
pH do solvente de 3-7, particao solido: liquido de 1:18,6.

Diante das vantagens de trabalho e dos resultados positivos na extragao de

compostos fendlicos, a EAU foi escolhida para efeitos de controle de qualidade da
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matéria vegetal e produgdo de extrato em escala analitica. Ja para obtengdo do
extrato em maior quantidade, a percolagdo se mostra mais adequada e sua
utilizacdo pode ser direcionada pelos estudos de otimizacdo de extracdo assistida
por ultrassom.

Na literatura ndo ha registros de estudos de otimizagao de extragdo para D.
ambrosioides, no entanto os estudos de Barros et al. (2013) e Jesus et al. (2018)
apontam a presenca do flavonoide rutina em maior quantidade em extratos
etandlicos de D. ambrosioides e Wu et al. (2016) desenvolveram um modelo de
otimizagcao de EAU para flavonoides presentes no caule de Chenopodium hybridum
L. expressos em equivalentes de rutina, reforcando a relevancia da classe para o

género.

2.4 PROCESSOS DE SECAGEM DE EXTRATOS VEGETAIS

De acordo com Carvalho et al. (2008), no Brasil existem mais de 500 registros
de medicamentos fitoterapicos e em torno de 70% destes sdo comercializados na
forma farmacéutica solida. A matéria-prima vegetal quase sempre € constituida por
extratos secos, pois estes apresentam como vantagem maior estabilidade quimica,
microbiolégica e fisico-quimica. Além de facilitar a padronizagdo, permitem um
aumento na concentracdo de ativos e apresentam capacidade de diferenciacido em
outras formas farmacéuticas (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Um dos processos utilizados para a secagem de extratos € a secagem por
aspersao (spray drying). E uma das técnicas mais versateis na transformacdo de
produtos em po, possibilita a secagem de compostos num fluxo de milimetros por
hora a dezenas de tonelada por hora. Inicialmente empregada na secagem de ovos,
em meados do século XVIII, seu uso s6 foi difundido por volta de 1920 na industria
de secagem de leite e sabdo. Atualmente estd presente nos mais diversos
segmentos industriais, como na industria quimica, farmacéutica e alimenticia
(MASTERS, 1985; CAL; SOLLOHUB, 2010).

A técnica consiste em trés etapas: primeiro ha disperséo do fluido (extrato
liquido) resultando numa grande area superficial. Seguido de uma transferéncia de
calor gerada por uma corrente de ar aquecida. Por ultimo, o solvente é evaporado
com respectiva formacgao de particulas solidas (RANKELL; SCHIFFMAN, 2001).
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A secagem em spray dryer permite uma escolha de ciclo adequada de acordo
com o produto final a ser desenvolvido, com o controle do tamanho de particulas e
uniformidade. O processo pode ocorrer continuamente sem necessidade de
interrupgado caso seja necessaria a alteragdo do ciclo, além de ser rapido e com
rendimento satisfatério. Outro ponto positivo é a baixa agressividade ao produto
manipulado, embora o extrato seja exposto ao calor, o tempo de contato na cdmara
de secagem é rapido. Por ultimo, o equipamento spray dryer exige um consideravel
investimento inicial, que é compensado pelo baixo custo de manutencdo e de
produgcdo (WALTON, 2002; MEZHERICHER; LEVY; BORDE, 2010; GONG et al.,
2014).

Ao empregar esta técnica pode-se otimizar os resultados, pois o spray dryer
permite o ajuste de alguns parametros de processo, tais como, temperatura do ar de
secagem (°C), vazdo de alimentacdo do extrato no bico aspersor (mL/min) e
proporg¢ao do adjuvante de secagem sobre o rendimento (%, m/m), a umidade (%), a
atividade de agua e os teores (%, m/m) de matéria-prima vegetal ativa nos extratos
secos (WALTON, 2002).

A secagem por aspersao (spray drying) tem sido empregada com bastante
éxito em extratos vegetais. O uso de aditivos na secagem de extratos provenientes
de plantas é responsavel pela estabilidade e qualidade do mesmo afetando até sua
biodisponibilidade e escoabilidade. Além de aumentar o rendimento, pois extratos
vegetais possuem moléculas com alto peso molecular como agucares e acidos
organicos, que ficam aderidos na camara de secagem e os adjuvantes diminuem
esta adesdo. Entre os aditivos mais empregados estdo o didxido de silicio coloidal,
maltodextrina, gelatina, goma arabica, derivados da celulose, proteinas entre outros
(CAL; SOLLOHUB, 2010; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Para que as melhores propriedades fisico-quimicas sejam alcangadas no
extrato seco sao necessarios alguns cuidados na secagem em spray dryer. Na
producao do extrato seco o fluido é levado a altas temperaturas, embora o contato
seja rapido é preciso avaliar o impacto deste pardmetro na qualidade do extrato seco
(OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

O ascaridol presente em D. ambrosioides é sensivel ao calor, por isso quando
o extrato liquido da planta for submetido a secagem por aspersédo € possivel que
todo o composto ou parte dele seja degradado. De modo que o marcador eleito para

padronizacdo do extrato deve ser menos susceptivel as condigbes de secagem do
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spray dryer. Os estudos de Barros et al. (2013) e Jesus et al. (2018) contribuem na
quantificacdo de flavonoides por CLAE e determinam em maior quantidade a rutina
nos extratos metandlico e bruto, respectivamente. Logo, possibilitaram a escolha do

flavonoide rutina como padrao analitico do presente estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Caracterizagao e desenvolvimento tecnolégico de extratos padronizados em
flavonoides, expressos como rutina, das partes aéreas de Dysphania

ambrosioides e avaliagao da toxicidade aguda.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Obtencéo, identificacdo botanica e caracterizagdo da matéria prima
vegetal;

- Determinacao do perfil quimico do 6leo essencial das partes aéreas de
D. ambrosioides;

- Desenvolvimento e validagdo parcial de método cromatografico por
CLAE para identificagdo e doseamento de rutina;

- Desenvolvimento e validagdo de método espectrofotométrico para
identificacdo e doseamento de flavonoides totais, expressos como
rutina;

- Desenvolvimento e otimizagdo do método de extracdo assistido por
ultrassom de flavonoides totais, expressos como rutina;

- Obtencao, padronizagcdo e caracterizagao fisico-quimica do extrato
liquido concentrado das partes aéreas de D. ambrosioides;

- Otimizagao do processo de secagem em spray dryer, para obtengao do
extrato seco das partes aéreas de D. ambrosioides;

- Padronizagao e caracterizacao fisico-quimica do extrato seco;

- Avaliacdo da toxicidade do extrato seco padronizado frente ao
microcrustaceo Artemia salina;

- Avaliagcdo da toxicidade oral aguda do extrato seco padronizado em

roedores.
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4 MATERIAIS E METODOS

A maioria dos experimentos foi realizada nas dependéncias do Campus Anapolis de
Ciéncias Exatas e Tecnologicas da Universidade Estadual de Goias, nos seguintes
laboratérios: Laboratério de Estudos Botanicos, Quimicos e Biolégicos de Plantas
Medicinais (LabPM), vinculado ao Laboratério Multiusuario de Ciéncias Aplicadas a
Produtos para Saude; Laboratorio de Analise Instrumental, Laboratorio de Ecologia,
Laboratorio de Pesquisa em Quimica e Laboratorio de Secagem e Armazenamento

de Produtos Vegetais.

4.1 MATERIAL VEGETAL

Para a obtencéo de quantidade suficiente de material vegetal para o presente
estudo, espécimes de Dysphania ambrosioides foram cultivados no Horto de Plantas
Medicinais do Campus Anapolis de Ciéncias Exatas e Tecnologicas (CCET), na
Universidade Estadual de Goias supervisionado pela Profa. Dra. Joelma Abadia M.
de Paula e no Horto de Plantas Medicinais do Jardim Botanico de Goiania, cidade de
Goiania, Goias, sob supervisdao do Engenheiro Agrénomo Nilton Marciano Junior. Os
espécimes ainda foram coletados em quintais residenciais nas regides de Anapolis,
Goiania, Itapuranga e Pirendpolis, no estado de Goias.

O pool coletado contemplava as partes aéreas da espécie vegetal com
presencga de caule, folhas, inflorescéncias e sementes. A Profa. Dra. Mirley Luciene
dos Santos foi responsavel pela identificacdo da espécie e as exsicatas foram
depositadas no Herbario da Universidade Estadual de Goias, conforme Tabela 1. As
coletas foram realizadas entre os meses de dezembro do ano de 2016 e margo do
ano de 2017.
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Tabela 1: Dados das exsicatas depositadas no herbario da Universidade Estadual de
Goias

Cidade Local da Coleta Coordenadas Exsicata
Bairro Jundiai 16°19'562.2"S 48°56'29.7"0 11389
Bairro Sao Joao 16°22'52.9"S 48°57'17.4"0 11391
Anapolis
Bairro Sao Joaquim  16°20'44.4"S 48°58'25.0"0O 11392
UEG 16°17°13,8”S 48°57'22,7°0 11387
Goini Jardim Botanico 16°19’36”S 48°57°10”0 11387
oiania
Solange Park 16°42'21.9"S 49°21'35.8"0O 11390
Itapuranga Centro 15°33'49.2"S 49°57'01.6"0O 11388

Pirenopolis  Vila Santa Barbara 15°51'21.5"S 48°56'30.2"0O 11873

4.2 ESTUDO MORFOANATOMICO

As plantas de Dysphania ambrosioides cultivadas no Horto de Plantas
Medicinais do Campus Anapolis de Ciéncias Exatas e Tecnologicas (CCET), na
Universidade Estadual de Goias (Latitude 16°17°13,8”S; Longitude 48°57°22,7”0) e
no Horto de Plantas Medicinais do Jardim Boténico de Goiéania, cidade de Goiania,
Goias (Latitude 16°19'36”S; Longitude 48°57°10”0) foram utilizadas no estudo de
caracterizagao morfoanatdmica, como um dos parametros para o controle de
qualidade do material vegetal. Para tanto, foram coletadas folhas adultas
completamente expandidas abaixo do terceiro né de pelo menos trés individuos

diferentes.

4.2 .1 Estudo Macroscopico da Planta

Para fins de controle de qualidade foi realizada a descricdo macroscopica da
planta através de vista desarmada da planta in natura e exsicatas, de acordo com
parametros de Oliveira, Akisue (2005) e Lorenzi, Gongalves (2007). De modo

semelhante realizou-se a descricdo das folhas de D. ambrosioides.
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4.2.2 Estudo Microscopico da Folha

Para o estudo microscopico realizaram-se secgdes transversais do peciolo e
da lamina foliar de D. ambrosioides, previamente fixadas em FPA (formaldeido 37%,
acido propidnico e etanol 70% na propor¢édo de 1:1:18 (v/v)) por 24 horas e
conservadas em etanol 70% (v/v) (KRAUS; ARDUIN, 1997). Também foram
realizadas seccbes paradérmicas das faces adaxial e abaxial de folhas frescas.
Ambos os cortes foram clarificados com hipoclorito de sddio e corados com azul de
Alcian e safranina (9:1) (BUTKATSCH, 1972, modificado). Para os cortes
transversais ainda foram feitos testes histoquimicos com Sudan Ill (SASS,1951) para
substancias lipofilicas e com cloreto férrico (JOAHANSEN,1940) para compostos
fendlicos. As laminas foram confeccionadas com solugdo aquosa de glicerina (1:1)
(KRAUS; ARDUIN, 1997). As imagens das laminas foram obtidas em microscépio
Leica DM 500 com camera acoplada Leica ICC50.

Para a microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizados cortes de
3 mm da folha fresca, fixados em Karnovsky por 24h (KRAUS, ARDUIN, 1997),
desidratados em série etanolica, submetidos ao ponto critico de CO2, metalizados
em ouro. As imagens foram obtidas em Microscopio Eletronico de Varredura modelo
Jeol, JSM - 6610, equipado com EDS, Thermo scientific NSS Spectral Imaging, no
Laboratdrio Multiusuario de Microscopia de Alta Resolugao (LabMic) da Universidade

Federal de Goias.

4.3 PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

Apods a limpeza, o material coletado foi submetido a secagem em estufa com
circulagao forgada de ar (marca Solab e modelo SL-102) a 37+5°C, até atingir o teor
de umidade entre 8 a 14%, conforme especificacdo da Farmacopeia Brasileira 5°
edicdo (BRASIL, 2010) para caracterizagdo de drogas vegetais. Em seguida, o
material seco foi pulverizado em moinho de facas Marconi, modelo MA-580.

A droga vegetal obtida foi acondicionada em sacos plasticos escuros,
identificados e armazenados ao abrigo de luz e umidade.
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4.4 CARACTERIZACAO DA DROGA VEGETAL

4.4 1 |dentificacdo Microscopica

O po obtido foi analisado segundo os critérios da Farmacopeia Brasileira 5°
edicdo e para a identificacdo das estruturas foram utilizados os reativos: Azul de
Alcian/safranina (9/1) e Steinmetz (BRASIL, 2010).

4.4.2 Determinagéo de Teor de Volateis

Pesou-se cerca de 1g do material vegetal e distribuiu-se uniformemente sobre
o prato da balanga com lampada de halogénio Shimadzu modelo MOC63u/Unibloc,
com o tempo de leitura de cinco minutos e temperatura de 105°C. O ensaio foi
realizado em triplicata conforme Farmacopeia Brasileira 5° edigdo (BRASIL, 2010).

4.4.3 Determinacao de Cinzas Totais

Pesou-se 3 g da droga vegetal pulverizada e transferiu-se para cadinho
previamente calcinado. A amostra foi distribuida uniformemente no cadinho e
incinerada a 600 °C por 4h em forno tipo mufla (Quimis, modelo Q318924) ou até
obtencdo de cinzas brancas. O cadinho foi resfriado em dessecador e pesado. O
ensaio foi realizado em triplicata conforme Farmacopeia Brasileira 5° edigao

(BRASIL, 2010). Calculou-se a porcentagem de cinzas com o auxilio da Equacéo 1:

N=100

%cinzas totais = (Eq. 1)

Em que:
P1 — peso inicial da amostra (g)

N — peso de cinzas totais da amostra (g)
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4.4.4 Determinagao de Cinzas Insoltveis em Acido Cloridrico

O residuo gerado na determinacdo de cinzas totais foi fervido durante 5
minutos com 25 mL de acido cloridrico a 7% (p/v) em cadinho coberto com vidro de
reldgio. Em seguida, filtrou-se o liquido obtido, lavou-se com agua quente até que o
filtrado se mostrasse neutro. Transferiu-se o papel de filtro contendo o residuo para
o cadinho original, secou-se sobre chapa quente e incinerou-se numa temperatura
de 600°C até peso constante (BRASIL, 2010). A porcentagem de cinzas insoluveis

em acido cloridrico foi calculada conforme Equagéao 2.

P2—P1
P3

Yocinzas insoliveis em acido cloridrico = x 100 (Eq. 2)

Em que:

P1— peso do cadinho vazio (g)

P2 — peso do cadinho com cinzas insoluveis em HCI (g)
P3 — peso inicial da amostra(g)

4.4.5 Determinacao da Granulometria do P6

Para a determinag&o da granulometria do p6 (droga vegetal) foram utilizados
os tamises de abertura 425um, 850um, 1400um e 2000um, ordenados de maior
abertura para a menor abertura apoiados sobre um coletor. Pesou-se cerca de 25 g
da droga vegetal, que foi transferido para o tamis superior e distribuido
uniformemente. A vibragdo foi promovida pelo agitador mecéanico (Bertel, modelo
2156) por cerca de 15 minutos. O experimento foi realizado em triplicata conforme
Farmacopeia Brasileira 5° edicdo (BRASIL, 2010). O percentual retido em cada

tamis foi calculado por meio da Equacéo 3.

Pi=x100

%retida pelo tamis= (Eq. 3)

Em que:
P1 = Peso da amostra retida em cada tamis (g);

P2 = Soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (g);
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4.4.6 Determinacao do indice de Intumescéncia

Pesou-se 1 g da droga vegetal, transferiu-se para proveta de 25 mL na qual
completou-se o volume de 25 mL com agua destilada. A proveta foi agitada
manualmente a cada 10 min, durante 1 h. Apds repouso de trés horas, a
temperatura ambiente, verificou-se o volume final ocupado pelo pé. O ensaio foi
realizado em triplicata (BRASIL, 2010). O indice foi calculado, em mililitros, pela

média das determinacgdes, em triplicata, de acordo com a Equacéo 4.
Indice de intumescéncia =Vf — Vi (Eq. 4)

Em que:
Vf = volume final ocupado pela amostra (mL);

Vi = volume inicial ocupado pela amostra (mL).
4.4.7 Triagem Fitoquimica

A triagem fitoquimica das partes aéreas de D. ambrosioides foi obtida a partir
de reacgbes de caracterizagdo de compostos fendlicos (fendis simples, cumarinas,
flavonoides, antraquinonas, taninos), compostos nitrogenados (alcaloides) e
terpenos (heterosideos cardioativos) adaptadas de Costa (2001), Matos (2009),
Matos e Matos (1989) e Simdes et al. (2017). A caracterizagdo de saponinas foi
realizada a partir do método indicado pela Farmacopeia Brasileira 5° edicao
(BRASIL, 2010).

4.4.8 Perfil do Oleo Essencial

A extragdo de odleo essencial foi realizada a partir de 50g das partes aéreas
de D. ambrosioides por meio da hidrodestilagdo em aparato tipo Clevenger, pelo
periodo de 4h. O dleo foi coletado em frasco ambar de 2 ml, diluido em éter etilico
(grau HPLC) e dessecado em sulfato de sddio anidro. Com auxilio de pipeta Pasteur
o Oleo foi transferido para outro frasco ambar de 2 ml, o éter foi evaporado e seu
rendimento foi calculado (Eq. 5). O procedimento foi repetido duas vezes e o dleo
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essencial foi armazenado a -20°C até a analise em equipamento de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-EM).

U= z— x 100
(Eq.9)

Em que:
U= rendimento do éleo essencial
P1= peso (g) do 6leo essencial obtido

P2= peso (g) da droga vegetal utilizada na extragao

Para as analises em CG-EM o o6leo foi diluido em hexano (1:10), utilizou-se
cromatografo gasoso Shimadzu GC-MS QP5050A equipado com uma coluna capilar
de silica fundida SBP-5 (30 m x 0,25 mm ID, 0,25 ym de espessura de pelicula,
composta de 5% de fenilmetilpolisiloxano) e temperatura programada de 60 a 240 °C
a uma taxa de acréscimo de 3°C/min, depois a 280 °C a 10 °C/min, terminando com
10 min a 280 °C. O gas de arraste foi o hélio, a uma taxa de fluxo de 1,0 ml/min e o
modo de divisdo tinha uma proporgcao de 1:20. A porta de injegao foi mantida a
225°C. Parametros operacionais significativos: temperatura da interface 240 °C,
ionizacao por impacto de elétrons de 70 eV com faixa de massa de varredura de 40-
350 m/z a uma taxa de amostragem de 1,0 varredura/s. Os constituintes foram
identificados por comparagcédo de seus indices de retencédo (Eq.6) e espectros de
massas auténticos (ADAMS, 2007), em relacdo a série de n-alcanos C8-C32 em
uma corrida com temperatura programada (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963).

RI(x) = 100P, + 100[(RT(x) — RT(P)|(RT(P,.,) — RT(P)))]
(Eq.6)

Em que:

RI= indice de retencao

Pz= numero de carbonos do alcano que elui antes da amostra
RT(x)= tempo de retengdo da amostra

RT(Pz)= tempo de retengao do alcano que elui antes da amostra

RT(Pz+1)= tempo de retencdo do alcano que elui apds a amostra
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4.5 DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO PARA IDENTIFICACAO E
QUANTIFICACAO DE RUTINA EM EXTRATOS DAS PARTES AEREAS DE D.
ambrosioides POR CROMATOGRAFIA A LIQUIDO DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

O método foi desenvolvido em um sistema de cromatografia a liquido de alta
eficiéncia da marca Varian® ProStar equipado com bomba ternaria (modelo 240),
injetor automatico (modelo 310) e detector de UV (modelo 20599), coluna C-18
Supelco® (25cm x 4,6mm, 5um). O padrao analitico utilizado foi a rutina (Sigma-
Aldrich).

Para os estudos preliminares do perfil cromatografico do extrato das partes
aéreas de D. ambrosioides e desenvolvimento do método analitico, foram
preparadas solugdes extrativas em etanol a 70% (p/p). Resumidamente, 1g de droga
vegetal foi transferido para baldo volumétrico de 10mL, completou-se o volume com
etanol 70% (p/p) e deixou-se em equipamento de ultrassom (UNIQUE mod. USC —
2800A, frequéncia 40kHz e poténcia 154W) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. O extrato foi filtrado com papel de filtro, logo ap6s em membrana PVDF
0,45um e transferido para um vial para respectiva leitura em CLAE.

Inicialmente adaptou-se as condigdes metodologicas de Barros et al. (2013),
que utilizaram as fases moveis: acetonitrila (A) e solugdo aquosa de acido férmico
0,01%(B). A eluicéo, em gradiente, foi mantida por 5 minutos a 15% de A, depois de
15 para 20% de A em 5 minutos, de 20 a 25% de A em 10 minutos, de 25 a 35% de
A em 10 minutos, de 35 a 50% de A em 10 minutos e em seguida a coluna foi
reequilibrada para as condicdes iniciais. O fluxo foi de 0,8 mL/min, o volume de
injecao foi de 20uL e o comprimento de onda foi de 370 nm.

Testou-se ainda o método adaptado da Farmacopeia Brasileira 5° edigcao
(BRASIL, 2010), em que o eluente A foi uma mistura de acetonitrila, agua e acido
trifluoracético (5:95:0,01) e o eluente B, acetonitrila. O gradiente de elui¢do iniciou-
se em 90 a 70% de A em 7 minutos, de 70 a 12% de A em 1 minuto, que foi mantido
12% de A por mais 3 minutos, de 12 a 90% em 1 minuto e mantido por mais 6
minutos. O fluxo foi de 0,7 mL/min, volume de injec&o foi de 20pL, o comprimento de
onda foi de 365 nm.

Ainda avaliou-se elui¢gdes isocraticas nas seguintes condi¢gdes: metanol —
agua (1:1, v/v) contendo 0,002% (v/v) de acido fosforico, volume de injegcdo de 20

ML, fluxo de 1 mL/min e detecgdo em 356 nm (PIANA et al., 2013). Foram avaliadas
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ainda as condigdes metodologicas de Zu et al. (2006): metanol, acetonitrila e agua
em acido acético 1% (40:15:45). O fluxo foi de 1,0 mL/min, volume de injegdo de
20uL, comprimento de onda de 365 nm.

Por fim, foram testadas as condigbes metodoldgicas adaptadas do método de
Jesus et al. (2018). A fase mével empregada foi metanol (A) e solugdo aquosa de
acido acético a 2% (B). A eluigéo iniciava-se em 5% de A por 2 minutos, depois
seguia em gradiente de 5 a 25% de A por 4 minutos, de 25 a 40% de A por 4
minutos, de 40 a 50% de A por 4 minutos, de 50 a 60% de A por 8 minutos, de 60 a
80% de A por 6 minutos e em seguida a coluna foi reequilibrada para as condi¢des
iniciais do método. O fluxo foi de 1,0 mL/mim, volume de injecdo de 20 pL e

comprimento de onda de 360nm.

4.6 SELECAO DO COMPRIMENTO DE ONDA PARA DETECGCAO DE RUTINA

A varredura do padrao analitico rutina foi realizada em espectrofotémetro UV-
VIS, da marca PerkinElmer, modelo Lambda 25, de 200 a 600 nm, a fim de
determinar o melhor comprimento de onda para utilizagdo nos métodos

cromatograficos e espectrofotométricos a serem validados.

4.7 VALIDACAO PARCIAL DA METODOLOGIA ANALITICA POR CLAE

A validacgdo parcial da metodologia analitica por CLAE foi conduzida segundo
as preconizagdes da RDC n°166/2017, que dispde sobre a validacdo de métodos
analiticos (BRASIL, 2017a) e do “Guia de Orientagao para Registro de Medicamento
Fitoterapico e Registro e Notificagdo de Produto Tradicional Fitoterapico” (BRASIL,
2014b). Foram validados os parametros de seletividade e linearidade do método. As
condigdes cromatograficas utilizadas nesta etapa do estudo estdo apresentadas na
Tabela 2.
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Tabela 2: Parametros do método analitico de CLAE para avaliagdo do marcador
escolhido para o extrato das partes aéreas de D. ambrosioides

Parametros Descricao

Coluna cromatografica C-18 de Fase Reversa Supelco (25cm x 4,6 mm, S5um)
Fase movel Metanol (A)/ Acido acético 2% (B) em agua (gradiente
inicial 5% de A e 95% de B chegando a 100% de A no

tempo de 70 minutos)

Comprimento de onda 360 nm
Volume de injeg&o 20pL
Fluxo 1,0 mL/min

4.7.1 Adequabilidade do Sistema

Para a avaliagdo da adequabilidade do sistema foram feitas trés injecdes
consecutivas do extrato etandlico de D. ambrosioides. Os parametros avaliados
foram: numero de pratos teoricos (N), fator de cauda/assimetria (talling), resolugéao

(Rs) e fator de capacidade (k') das areas dos picos do marcador rutina na amostra.

4.7.2 Seletividade

A seletividade da metodologia foi verificada pela comparagdo dos
cromatogramas da fase movel (metanol e solugdo aquosa de acido acético 2%), do
padrdao (marcador quimico) e da amostra, de modo a avaliar a detec¢do de

interferentes durante a eluicio.

4.7.3 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada por meio da curva de calibracido do
padrao analitico rutina. Foram feitas seis diluigdes do padrao em metanol, a partir da
solugdo méae 2.000 pg/ml e foram obtidas as seguintes concentragdes: 1000, 500,
250, 125, 62,5 e 31,25 yg/mL. As solugdes foram filtradas em membrana de PVDF
0,45 pm para os vials apropriados e submetidas a CLAE nas condicoes

apresentadas na Tabela 2. Foram avaliados os critérios exigidos pela RDC
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166/2017: representagdo grafica das respostas em fungdo da concentragdo do
analito, equacéo da reta por analise de regressao linear, coeficiente de correlagéo (r)
e determinagcdo (r?), bem como avaliagdo do coeficiente angular e a
homocedasticidade dos dados. As anadlises estatisticas foram realizadas com o

auxilio do programa Action Stat, acoplado ao Excel versao 2016.

474 Teor de rutina no extrato etandlico bruto das partes aéreas de D.

ambrosioides.

O teor de rutina no material vegetal foi expresso como a média (+tDP) a partir
de trés eluigbes cromatograficas independentes da amostra e calculado conforme a
Equacao 7. Nesta equacgao, C é a concentracao de rutina na amostra, determinada
com o auxilio da equacdo da reta, gerada da curva de calibragdo na analise de
regressao linear e Ca € a concentragdo da amostra (matéria-prima vegetal) no

extrato, ambas em (ug/mL).

Teor (%) =i %X 100 (Eq. 7)

4.8 VALIDAGAO DE METODO ESPECTROFOTOMETRICO PARA O
DOSEAMENTO DE FLAVONOIDES TOTAIS, EXPRESSOS COMO RUTINA, EM D.

ambrosioides

Para a quantificagdo de flavonoides totais, expressos como rutina, na droga
vegetal de D. ambrosioides foi utilizado o método proposto por Rolim et al. (2005)
com adaptagdes.

Resumidamente, para a extragdo dos flavonoides da amostra, a 1g da droga
vegetal foi adicionada quantidade suficiente para completar 10mL de etanol (70%
p/p), o material foi mantido em banho de ultrassom (UNIQUE mod. USC — 2800A,
frequéncia 40kHz e poténcia 154W) por 30 minutos a temperatura ambiente. O
extrato foi filtrado com papel de filtro e 100ul do filtrado foi diluido em 3900 pl de uma
solugdo composta por metanol e acido acético 0,02M (99:1), e em seguida foi

realizada a leitura em espectrofotometro (modelo SP22 Biospectro) a 364 nm,

Materiais e Métodos 44



utilizando como branco a solugdo de metanol em acido acético 0,02M (99:1). O
calculo do teor de flavonoides totais, expressos como rutina, foi realizado com o
auxilio da equacéao da reta, obtida por meio da analise de regressao linear, da curva
de calibragao do padrao rutina (Sigma Aldrich).

A validagao do método espectrofotométrico foi realizada conforme parametros
estabelecidos pela legislagao brasileira (BRASIL, 2017a). A seletividade do método
foi comprovada através de 7 leituras espectrofotométricas do extrato, em 364 nm, e
comparagao com a leitura do padrao rutina na concentracéo tedrica (16 pg/ml), no
mesmo comprimento de onda. O percentual de recuperacdo nas amostras foi
calculado pela relacédo entre a concentracao de flavonoides obtida em cada amostra
€ a concentracao tedrica do padrao, multiplicada por 100.

A linearidade do método foi determinada pela curva de calibragao obtida a
partir de 7 niveis de concentragdo do padréo rutina (1,25; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0;
40,0 pg/ml), preparados em triplicata, de maneira independente.

O efeito matriz foi determinado por meio da comparacgao entre os coeficientes
angulares das curvas de calibragdo construidas com a amostra fortalecida com o
padrao rutina (nas mesmas concentragdes utilizadas na linearidade) e com o padréo
rutina, preparadas em triplicata, de forma independente.

A precisao foi determinada a partir de 6 leituras espectrofotométricas da
amostra (a 100% da concentracdo de flavonoides totais), preparadas
individualmente e realizadas intradia (repetibilidade) e interdia (precisao
intermediaria).

A exatidao foi determinada pelo método da recuperacédo a partir da leitura
espectrofotométrica da amostra com concentracbes de flavonoides totais
correspondentes a baixa, média e alta concentragdes do intervalo linear, e
fortalecida com o padrdo (16 pg/ml) nestas mesmas condi¢cdes, preparadas em
triplicata, de maneira independente. Os resultados da exatiddo foram calculados
conforme Equacéao 8 (BRASIL, 2017a).

CA (amostra adicionada)—CA (amostra)
x 100

Recuperacio = (Eq.8)

TA
Em que:

CA - concentracao experimental do analito
CTA — concentracgao tedrica do analito
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A robustez do método foi analisada a partir da obtencdo da concentragcédo de
flavonoides, expressos como rutina, na amostra nas condigdes originais do método e
apos pequenas variagdes no tempo de extragdo da amostra (40, 45, 50 minutos), na
marca do solvente (Neon e JT Baker) e no comprimento de onda (364, 366 nm).

Os limites de deteccdo e de quantificagdo foram estimados com base em
parametros da curva analitica, calculados conforme Equacgdes 9 e 10 (BRASIL,
2017a).

3.3=T 10

LD = = LQ = — (Eq. 9 e 10)

Em que:

LD — limite de deteccao

LQ - limite de quantificacao

o0 — Desvio padrao do intercepto com o eixo Y ou desvio padrao residual da linha de
regressao

IC — inclinagao da curva de calibragao

Todas as anadlises estatisticas foram realizadas conforme parametros
preconizados pela RDC 166 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL,
2017a), ao nivel de significancia de 5%, com auxilio do software Action Stat (verséao
3.5) acoplado ao Excel 2016.

4.9 PREPARO E CARACTERIZACAO DAS SOLUCOES EXTRATIVAS DAS
PARTES AEREAS DE D. ambrosioides

Os extratos liquidos foram obtidos por dois processos extrativos: a) o primeiro
processo, em pequena escala, por extragdo assistida por ultrassom (EAU), com a
finalidade de otimizar o preparo de amostras para fins analiticos no controle de
qualidade das partes aéreas de D. ambrosioides; b) o segundo processo, em maior
escala, por percolacdo conforme parametros de extracdo determinados em estudo
realizado por Neiva e colaboradores (2011). O extrato hidroalcodlico obtido foi

destinado ao desenvolvimento e obtengao do extrato seco padronizado.
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4.9.1 Otimizagdo das condicbes de EAU dos flavonoides totais, expressos como

rutina, a partir de D. ambrosioides

Para a otimizacdo da EAU de flavonoides totais, expressos como rutina, em
D. ambrosioides adotou-se o modelo Box Behnken 32 e a metodologia de superficie
de resposta (MSR). A partir de dados da literatura e estudos prévios laboratoriais
foram determinadas trés variaveis independentes e os trés diferentes niveis de cada
variavel analisada. O planejamento fatorial foi executado em duas etapas, de acordo
com as Tabelas 3 e 4.

Para cada planejamento o modelo estatistico gerou 15 experimentos com
auxilio do software Statistica® versdo 12.0 (STATSOFT, 2010), cuja execucéo foi
realizada de forma aleatéria. Para avaliacdo do erro puro trés experimentos eram

repeticoes do ponto central.

Tabela 3: Variaveis independentes e seus niveis, avaliados por MSR em um modelo
Box-Behnken 33, para a otimizagdo da EAU de flavonoides totais, expressos como
rutina, nas partes aéreas de D. ambrosioides, 1° planejamento fatorial

Niveis
Variaveis Independentes
-1 0 -1
Tempo de extragao (minutos) 15 30 45
Temperatura (°C) 30 35 40
Teor alcodlico (% p/p) 60 70 80

Tabela 4: Variaveis independentes e seus niveis, avaliados por MSR, em um modelo
Box-Behnken 33, para a otimizagdo da EAU de flavonoides totais, expressos como
rutina, nas partes aéreas de D. ambrosioides, 2° planejamento fatorial

Niveis
Variaveis Independentes
-1 0 -1
Tempo de extragao (minutos) 30 45 60
Temperatura (°C) 30 45 60
Teor alcodlico (% p/p) 30 50 70

Materiais e Métodos 47



O teor de flavonoides (%, m/m), expressos como rutina, foi utilizado como
variavel resposta (dependente). Foi determinado com o auxilio do método
espectrofotométrico validado conforme item 4.8, levando-se em consideracdo a

perda por dessecacgdo. Para o célculo do teor empregou-se a Equacgéao 11:

Teor de Flavonoides (%) = cif-' 100 (Eq.

11)

Em que:

C — concentracao do padréo analitico (ug/mL)
Ca — concentragao da amostra (ug/mL)

Os dados foram analisados pelo software Statistica® versdo 12.0
(STATSOFT, 2010), os coeficientes foram interpretados pelo teste F. A analise dos
dados foram executadas por meio de trés ferramentas: analise de variancia
(ANOVA), analise de regressao e plotagem de superficie de resposta. No primeiro
planejamento fatorial foram considerados significativos valores de p < 0,05 e no
segundo planejamento fatorial foram considerados significativos valores de p < 0,1.

As condi¢cdes otimas para a EAU de flavonoides totais, expressos como
rutina, das partes aéreas de D. ambrosioides foram determinadas dentro do intervalo
das condi¢des analisadas pela fungao geral de otimizagao. Estas condi¢gdes foram
validadas em triplicata avaliando a concentracdo de flavonoides totais, expressos

como rutina, em relagdo ao valor predito pelo modelo.
4.9.2 Obtencao do extrato liquido por percolacao

Para obtencdo do extrato liquido de partes aéreas de D. ambrosioides por
percolacdo foram utilizados 3 kg de droga vegetal pulverizada, colocados em
maceragao por 24h em etanol 70% (p/p), conforme percolagdo executada no estudo
Neiva et al. (2011). Em seguida, o macerado foi transferido para percoladores de ago
inox, completados com solugdo extrativa, e deixados em repouso por 4h. Entdo a
percolagao propriamente dita foi iniciada e mantida até que o liquido extrator

saturasse e fosse substituido por um novo. Cada 1kg de droga vegetal consumiu 10
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L de solvente, num total de 30 L. O extrato coletado foi rotulado, acondicionado em
frascos plasticos e armazenado a -20°C.

O rendimento da percolacao foi de 27 litros de extrato, que foi concentrado
em rotaevaporador |ka 10 (temperatura 40°C, rotagdo de 25 rpm e pressao de 70
bar) até cerca de 10 L. O concentrado foi homogeneizado e armazenado em frasco
plastico a -20°C.

4.9.3 Caracterizagao do Extrato Liquido (Percolado)

A caracterizagado do extrato liquido obtido por percolagado foi feita por meio
dos testes de determinacao de sélidos totais, pH, densidade relativa, doseamento de

flavonoides totais, expressos como rutina, e viscosidade.

4.9.3.1 Determinacao de Solidos Totais

A determinacdo de sélidos totais do percolado foi obtida com auxilio de
analisador de umidade com aquecimento por lampada de halogénio Shimadzu
modelo Unibloc. A analise foi feita em ftriplicata, em cada experimento foi pesado
cerca de 1g de extrato liquido e aquecido a 105°C por aproximadamente15 minutos.

A porcentagem de sodlidos totais foi expressa pela Equagéao 12:

% solidos totais = 100- U (Eq.12)

Em que:

U — Leitura do teor de volateis indicada no display do analisador para a amostra.

4.9.3.2 Determinagéo do pH

A leitura do pH do extrato liquido foi realizada em triplicata pelo método
potenciométrico, de acordo com a Farmacopeia Brasileira 5° edigdo (BRASIL, 2010).
O equipamento utilizado foi da marca Marconi modelo MA-552 previamente

calibrado com tampdes pH 7,0 e 4,0.
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4.9.3.3. Determinacdo da densidade relativa

A densidade relativa do extrato liquido foi determinada em triplicata, conforme
Farmacopeia Brasileira 5° edi¢ao (BRASIL, 2010) por metodologia gravimétrica, com
utilizacdo de picnbmetro de 10 ml, limpo, seco, previamente calibrado e pesado. A
densidade relativa foi calculada através da razdo entre massa da amostra e massa
da agua purificada expressa na Equacéao 13:

Densidade Relativa = 22— (Eq.13)
(Pg— By)

Em que:
Pe — massa do picndmetro com o extrato liquido
Pv — massa do picnémetro vazio

Pa — massa do picndmetro com agua purificada
4.9.3.4 Doseamento de flavonoides totais, expressos como rutina

O doseamento de flavonoides totais, expressos como rutina, no extrato
hidroalcodlico percolado de D. ambrosioides foi realizada de acordo com

metodologia descrita no item 4.8.
4.9.3.5 Viscosidade

As medidas de viscosidade foram realizadas segundo metodologia descrita na
Farmacopeia Brasileira 5° edigcdo (BRASIL, 2010) em viscosimetro de Brookfield —
DV-Il + Viscosimeter, com conjunto de spindles tipo LV, operado nas condi¢cbes de

100 rpm, torque 4%, temperatura ambiente.

410 OBTENQAO E CARACTERlZAQAO DO EXTRATO SECO DAS PARTES
AEREAS DE D. ambrosioides.

A secagem do extrato liquido concentrado foi realizada em um equipamento

tipo “mini” Spray Dryer LABMAQ® - modelo LM-MSD 1.0, com fluxo co-corrente.

Materiais e Métodos 50




4.10.1 Analise termogravimétrica (ATG) do padrao rutina

A analise termogravimétrica foi obtida a partir de dados consolidados da
literatura para o padrao analitico rutina (COSTA et al., 2002; QI et al., 2015). Ao
avaliar o efeito da temperatura na degradagao da rutina pode-se determinar melhor
as condigcbes de secagem de extrato de modo que os flavonoides fossem

preservados durante o processo.

4.10.2 Delineamento experimental

A determinacao das variaveis independentes para otimizagao da secagem por
aspersao foi realizada por meio de levantamento bibliografico, utilizando os
descritores: spray drying, dry extract, Box Behnken, Optimization, Flavonoids,
Dysphania ambrosioides, e Response Surface Methodology. Nao foi encontrada uma
literatura especifica a respeito da otimizagdo do processo de secagem de extratos
de D. ambrosioides, mas sim dados referentes a outras espécies vegetais.

Foram realizados experimentos de secagem no spray dryer utilizando dois
adjuvantes de secagem: maltodextrina e dioxido de silicio coloidal (Aerosil®). Os
adjuvantes foram testados nas concentragdes de 20, 40 e 60% (p/p) em relagdo a
massa de solidos totais do extrato liquido concentrado. A incorporacdo dos
adjuvantes de secagem as amostras de extrato liquido foi realizada com o auxilio de
homogeneizador do tipo Ultra Turrax. Os parametros de secagem utilizados estao
descritos na Tabela 5:

Tabela 5: Pardmetros de secagem no spray dryer utilizados na avaliagao preliminar
dos adjuvantes maltodextrina e Aerosil®

Parametro Unidade

Diametro do bico 0,7 mm

Fluxo do ar comprimido 40 L/min

Presséo do ar comprimido 4,0 Kg/F
Temperatura de entrada 120°C
Fluxo de alimentacao do extrato 0,25 L/h
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4.10.3 Otimizagao da secagem dos extratos por aspersao (Spray Drying)

Para o processo de otimizacdo da secagem do extrato liquido obtido das
partes aéreas de D. ambrosioides foi empregada a metodologia de superficie de
resposta (MSR) em um modelo Box Behnken (32), com as variaveis independentes
selecionadas com base na literatura (Tabela 6).

Tabela 6: Variaveis independentes e seus niveis avaliados pela metodologia de
superficie de resposta para otimizagdo do processo de secagem por asperséo
(Spray Drying) do extrato liquido de D. ambrosioides

Niveis
Variaveis Independentes
-1 0 -1
Concentragao de adjuvante (% p/p)* 25 37,5 50
Temperatura de entrada (°C) 120 140 160
Fluxo de alimentagdo do extrato (L/h) 0,3 0,4 0,5

Legenda: *porcentagem em relagdo a massa de solidos totais

O modelo estatistico gerou 15 experimentos, com auxilio do software
Statistica® versdo 12.0 (STATSOFT, 2010) cuja execugdo foi realizada de forma
aleatédria. Para avaliacdo do erro puro trés experimentos eram repeticbes do ponto
central. Os coeficientes foram interpretados pelo teste F. A analise dos dados foram
executadas por meio de trés ferramentas: analise de variancia (ANOVA), analise de
regressao e plotagem de superficie de resposta. Foram considerados significativos

valores de p < 0,05.
4.10.4 Rendimento e caracterizacido dos extratos secos obtidos
4.10.4.1 Determinagéo do rendimento de secagem
O rendimento da secagem foi calculado pela relagdo entre o peso do extrato

seco obtido na secagem pela massa de teor de sdlidos totais presentes no extrato

liquido utilizado no processo, expressa em porcentagem, conforme a Equagéo 14:
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U=2 x100 (Eq.14)

Em que:

U — rendimento (%)

P1 — peso do extrato seco obtido (g)

P2 — massa de sdlidos totais (incluindo a massa de adjuvante acrescentada)

presentes na amostra (g)

4.10.4.2 Determinagao da perda por dessecagcdo

A perda por dessecacdao dos extratos secos foi obtida com auxilio de
analisador de umidade com aquecimento por lampada de halogénio Shimadzu
modelo Unibloc. A analise foi feita em ftriplicata, sendo que em cada experimento
foram utilizados cerca de 200 mg de extrato seco, que foram aquecidos a 105°C por

aproximadamente 5 minutos.

4.10.4.3 Determinagéo da atividade de agua

A atividade de agua de cada extrato seco foi determinada em ftriplicata no
equipamento PRE AQUA LAB modelo 450 com aproximadamente 200 mg da
amostra, a 25°C.

4.10.4.4 Doseamento de flavonoides totais, expressos como rutina

O doseamento de flavonoides totais, expressos como rutina, em cada
amostra de extrato seco foi realizada de acordo com metodologia descrita no item

4.8. Posteriormente convertido em teor (%, m/m) pela Equacgao 11.

4.10.4.5 Validagéo das condigbes de secagem otimizadas

As condi¢cdes de secagem foram reproduzidas em ftriplicata e avaliadas
quanto ao rendimento, teor de umidade, atividade de agua e teor dos marcadores
quimicos. Os resultados foram comparados aos valores preditos pelo modelo, para

avaliar sua eficiéncia preditiva.
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4.10.5 Morfologia das particulas de extrato seco analisadas por Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV)

Para a fotomicrografia, foram preparadas amostras em triplicata. As amostras
do extrato seco foram metalizadas em ouro e a caracterizagdo morfolégica das
particulas foi obtida em Microscopio Eletrénico de Varredura modelo Jeol, JSM —
6610, equipado com EDS, Thermo scientific NSS Spectral Imaging, no Laboratério
Multiusuario de Microscopia de Alta Resolug¢ao (LabMic) da Universidade Federal de

Goias.

4.11 AVALIACAO DA TOXICIDADE DO EXTRATO SECO PADRONIZADO DE D.

ambrosioides EM Artemia salina

O bioensaio em Artemia salina Leach & importante na padronizacdo e no
controle de qualidade de produtos botanicos e pode ser usado para avaliar a
atividade de produtos naturais bioativos (ARCANJO et al., 2012). O bioensaio,
utilizando concentracbes previamente definidas do extrato seco padronizado de D.
ambrosioides, foi realizado em microplacas de poliestireno de 96 pogos com o
microcustaceo e foi realizado de acordo com a metodologia proposta por Molina-
Salinas e Said-Fernandez (2006), com adaptacoes.

Neste trabalho, 60 mg de cistos de Artemia salina foram incubados em um
artemilheiro com metade de agua marinha sintética, preparada com a dissolugéao de
sal marinho em agua destilada (36 g/L), acrescida de extrato de leveduras (6 mg/L) e
esterilizada em autoclave. Esta solugao foi utilizada para eclosdo dos ovos de A.
salina e no preparo das demais diluigdes. Durante um periodo de 36 horas o meio foi
preservado sobre saturacdo constante de oxigénio a temperatura ambiente e
iluminagao natural para a eclosao dos ovos.

As amostras (extrato seco de D. ambrosioides e Aerosil®) foram diluidos em
5% de propilenoglicol e salina para obter as concentragées de 2000, 1000, 500, 250
e 125 pg/mL.

Para o experimento foram utilizadas 8 colunas das microplacas, das quais 3
colunas foram reservadas para o extrato seco em concentracdes decrescentes, 3
colunas para o Aerosil® com as concentragdes distribuidas de forma semelhante a

do extrato, e 1 coluna para o controle positivo (K2CrO7) e 1 coluna para o controle
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negativo (agua salina). Cada poco foi preenchido com 10 + 1 nduplios suspensos em
100 pL de solugao salina e completados com 100 puL do respectivo tratamento.
Posteriormente, apés 24 horas de incubacgédo, realizou-se a contagem de
microcrustaceos mortos ou imoveis por mais de 10 segundos. Todos os ensaios
foram feitos em triplicata.

A toxicidade foi expressa através da concentracio letal a 50% da populacao
do microcrustaceo por meio do calculo da CL50 estimada a partir da regressao linear
obtida da correlagao entre a porcentagem de individuos mortos e a concentragao da
substancia teste, usando o método Probitos.

A classificagdo do nivel de toxidade foi estabelecida de acordo com o critério
Nguta et al. (2012). O estudo divide como toxicidade forte valores de CLso até 100
pg/mL, toxicidade moderada para CLso entre 100 e 500 pg/ml e toxicidade baixa

para CLso entre 500 pg/mL e 1000 pg/mL, e ndo toxico acima de 1000 pg/mL.

4.12 AVALIACAO DA TOXICIDADE ORAL AGUDA DO EXTRATO SECO
PADRONIZADO DE D. ambrosioides EM ROEDORES

4.12.1 Aspectos éticos

Os experimentos realizados nesse estudo foram conduzidos de acordo
com as normas do Conselho de Experimentagcdo Animal (CONCEA). Foram
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de animais (CEUA) da Universidade
Estadual de Goias (UEG), conforme protocolo n° 006/2017 (Anexo 1).

4.12.2 Animais

Foram utilizados ratos fémeas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus),
nuliparas, com idade entre 68 e 81 dias, pesando entre 144,22 — 210,68 g. Os
animais foram mantidos durante todo o periodo experimental no Biotério do
Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais e Sintéticos da
Universidade Estadual de Goias (UEG). As condi¢gbes de temperatura e umidade
foram controladas, a luminosidade seguiu um ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes
acesas das 7:00 as 19:00 horas) e os animais foram tratados com agua e racéo a

vontade.
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4.12.3 Ensaio de toxicidade oral aguda

Para o estudo da toxicidade aguda foi utilizado o protocolo n°® 423 da
Organizagdo para Cooperagdo Econbmica e Desenvolvimento (Organization for
Economic Co-operation and Development - OEDC). Este protocolo preconiza que
para cada dose a ser testada sejam utilizados 3 ratos, preferencialmente fémeas
(OECD, 2001).

Neste estudo os animais foram divididos em dois grupos experimentais (grupo
1: controle (Aerosil®) grupo 2: Teste (dose de 300 e 2000 mg/kg) com trés ratas em
cada grupo. As amostras foram administradas via gavagem. Os animais foram
observados por 8 horas seguidas no primeiro dia de experimento. Nos 14 dias
restantes foram observados 1 hora no periodo da manha.

Os sinais de toxicidade investigados foram: mudangas ou alteragdes na pele
ou no pélo; alteracbes nos olhos e nas membranas mucosas; nos sistemas
circulatério, respiratério, nervoso central e autbnomo. Além disso, também foram
investigadas possiveis alteracbes no padrdo comportamental e somatomotor
(tremores, prostracéo, paralisia, respostas exageradas ao barulho ou ao toque —
hiperreflexia). Ao final do periodo experimental todos os animais foram submetidos a
necropsia. Os 6rgédos foram analisados quanto ao seu aspecto geral, e determinou-

se a massa dos rins, figado.

4.12.4 Preparo da amostra para administragdo em roedores

O extrato seco das partes aéreas de D. ambrosioides foi dissolvido em 10%
de propilenoglicol e agua, nas concentragées de acordo com o peso dos animais, a
fim de se obter as doses de 300 e 2000 mg/kg. O volume de administragdo utilizado
foi de 0,5 mL para cada 100g de massa corporal para as doses de 300 e 2000mg/kg.
No grupo controle foi utilizado o Aerosil® na dose de 667 mg/Kg para verificar se o
adjuvante influenciava na toxicidade do extrato, e este foi preparado em 10% de

propilenoglicol e agua.
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4 .12.5 Analise estatistica

Utilizou-se a analise de varidncia ANOVA seguida pelo teste Student-
Newman-Keuls para identificar as diferengas entre o0s grupos controle e
experimental, através do software Statistica® versdo 12.0 (STATSOFT, 2010). Para
a avaliagdo do ganho de massa corporal e massa relativa dos 6rgéos foi utilizada
ANOVA unifatorial e para avaliagdo do consumo de agua e racdo ANOVA para
medidas repetidas. As diferencas estatisticamente significativas foram indicadas

quando p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESCRICAO MORFOANATOMICA

5.1.1 Estudo Morfoldgico da Planta

D. ambrosioides (Figuras 1A a 1D) € uma planta herbacea que mede em
torno de 40 cm de altura, de ciclo perene, de aroma forte e caracteristico. O caule &
ramificado, de tonalidade avermelhada e piloso. As folhas sdo alternadas, simples,
de tamanhos diferentes, sendo que na extremidade superior da planta as folhas sao
mais estreitas. A inflorescéncia (1C) € paniculosa piramidal, distribuidas em espigas
axilares densas, verdes com pontuagdes branco-amareladas. Os frutos (1D) sdo do
tipo aquénio, esféricos, bastante pequenos, marrom quando maduros.

De acordo com Winsor (2001) Dysphania ambrosioides pertence ao reino
Plantae, divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, da ordem Caryophyllales,
familia Amaranthaceae, subfamilia Chenopodioideae e género Chenopodium
também conhecido por Dysphania pela classificacdo de Mosyakin e Clemants
(2002). Na literatura é descrita como uma planta herbacea, chega a atingir em torno
de um metro e meio de altura, pode ser perene ou anual. Ha registros de
inflorescéncia do tipo racemosa ou mesmo em formato de tirsos (KISMAN, 1991;
SUKHORUKOV; ZHANG, 2013; SA et al., 2016).
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Figural: Dysphania ambrosioides: A — aspecto geral, B — exsicata, C -
inflorescéncia, D — frutos verdes

=

(D)

Fonte: Préprio autor (2017); PORTELA, 2018

5.1.2 Descrigdo Macroscopica das Folhas

As folhas sao alternas e espiraladas, simples, oblongo-lanceoladas, possuem
0 apice agudo e uma base atenuada, margens denteadas. As laminas adaxial
(Figura 2A) e abaxial (Figura 2B) sdo concolores verdes, com nervuras principal e
secundarias salientes na face abaxial. As folhas possuem tamanhos diferentes,
sendo que as maiores encontram-se inseridas na regiao inferior da planta, as folhas
menores sao seésseis e inseridas na extremidade superior. As folhas adultas
analisadas encontram-se entre 8 e 10 cm de comprimento e apresentam de 2 a 3 cm
de largura. Apresentam nervagado peninérvia e superficie pilosa. Possuem peciolo

alado e curto em torno de 1 a 2 cm. No trabalho de Costa e Tavares (2006), as
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folhas estudadas divergiram quanto a base aguda. Na pesquisa de Blanckaert et al.
(2012) foram observadas folhas com até 16 cm de comprimento e 5,5 cm de largura.

Figura 2: Dysphania ambrosioides — folhas. A — superficie adaxial; B - superficie
abaxial
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Fonte: Proprio autor (2017).
5.1.3 Descri¢cao Microscopica da Folha
5.1.3.1 Lamina foliar

Em vista frontal, nas seccbes paradérmicas, a folha exibe estdbmatos em
ambas as faces (anfiestomatica) e estes sao do tipo anomociticos em sua maioria
(Figuras 3A, 3B e 4C), segundo classificagdo de Metcalfe e Chalk 1950. Os
trabalhos de Jorge, Ferro e Koschtschak (1986); Costa e Tavares (2006) também
observaram a presenca de estdbmatos anomociticos nas duas superficies. Ja o
estudo de Bonzani et al. (2003) e Sa et al. (2016) identificaram estématos
anomociticos e anisociticos em ambas as superficies. Bonzani et al. (2003) ainda
verificaram a presenga de estdbmatos tetraciticos.

As paredes celulares das células da epiderme adaxial (Figura 3A) possuem
contornos retos a sinuosos. Na face abaxial, as paredes celulares da epiderme

apresentam maiores sinuosidades (Figura 3B).
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Figura 3: Dysphania ambrosioides - Secgbes paradérmicas em coloragao Azul de
Alcian/safranina. A — face adaxial, Trt — tricoma tector. B — face abaxial. Barra de
escala = 50 pym

Os tricomas tectores (Figuras 4A, 4D) estdo presentes nas duas superficies
da lamina foliar de D. ambrosioides, contudo encontram-se em maiores quantidades
na face adaxial da folha e em regides do peciolo e nervura central. Sao
unisseriados, multicelulares, com trés a cinco células, de base arredondada e um
prolongamento da célula terminal em formato de foice. Os tricomas glandulares
capitados (Figuras 4B, 4E) possuem uma célula basal eliptica com células
intermediarias achatadas ou nao e cabega glandular. Verificou-se também a
presenca de tricomas glandulares (Figura 4F) unisseriados de corpos inclinados para
a epiderme e presenca de glandula secretora na célula terminal.

Na face abaxial observou-se o predominio de tricomas glandulares capitados,
geralmente ocorrem em regides de depressdo da folha (Figura 4E, 7), resultado
semelhante ao encontrado no trabalho de Costa e Tavares (2006). Nos trabalhos de
Bonzani et al. (2003) e Sa et al. (2016) verificaram a presencga destes tricomas nas
duas faces embora predominem na face adaxial. Ainda no trabalho de Bonzani et al.
(2003) houve a constatagdo da presenga do tricoma glandular de corpo curvado
(Figura 4F) em D. ambrosioides como distintivo das demais espécies de

Chenopodium.
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Figura 4: Fotomicrografia de Dysphania ambrosioides — A, face adaxial da lamina
foliar com a presenca de tricomas tectores (Tt). B, face abaxial da lamina foliar com
a presenga de tricomas glandulares capitados (Tc). C, estébmato (st) anomocitico. D,
tricoma tector (Tt) unisseriado multicelular com prolongamento de célula apical em
formato de foice. E, Tricoma glandular capitado (Tg). F, Tricoma glandular (Tc).
Escala: A=50um, B=100um, C,E=10um, F=20um.

Em secgéo transversal na regido de internervura (Figura 5) verificou-se a
presenca de epiderme com células de tamanhos diferentes, revestida por uma
camada delgada de cuticula. As células da epiderme adaxial apresentavam
dimensdes superiores as da abaxial. O mesmo também foi observado pelos estudos
de Costa, Tavares (2006) e Bonzani et al. (2003).

O mescofilo foliar é dorsiventral (Figura 5), com uma a duas camadas de
parénquima paligadico, cujas células tém formato cilindrico. O parénquima lacunoso
revela entre trés e quatro camadas com células de tamanhos e formas diferentes,
dispostas irregularmente. Ainda no mesofilo verificou-se a presenga de cavidades
secretoras e idioblastos contendo areia cristalina e drusas. A maioria das espécies
de Chenopodium apresentam mesdfilo foliar dorsiventral, exceto os espécimes C.
retusum e C. oblanceolatum, cujos mesofilos sdo isobilaterais (BONZANI et al.,

2003). O bordo foliar (Figura 6) é arredondado fletido para face abaxial.
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Figura 5: Dysphania ambrosioides - Secgao transversal da regido de internervura,
coloracao Azul de Alcian/Safranina.

50 pm

Ep Ad

Legenda: EpAd — epiderme adaxial, EpAb — epiderme abaxial, PP — parénquima paligadico, PL —
parénquima lacunoso, CS — cavidade secretora, Idioblastos contendo cristais (Crs) e drusas (Dr).

Figura 6: Dysphania ambrosioides - Secgao transversal da regido de bordo,
coloracao Azul de Alcian/Safranina.

200 ym

Legenda: EpAd — epiderme adaxial
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O estudo de Costa e Tavares (2006) e Sa et al. (2016) constataram a
presencga de substancias lipofilicas em material fresco. No estudo também verificou-
se a presengca de compostos lipofilicos no mesofilo foliar (Figura 7). Ja para a
presenca de compostos fendlicos através de cloreto férrico ndo ha registros na

literatura.

Figura 7: Dysphania ambrosioides - Sec¢ao transversal do internervura de coloragao
Sudan IlI.

Legenda: EpAd — epiderme adaxial, Tg - tricoma glandular captado em depressao de face abaxial

Nas secgdes transversais da nervura central (Figura 8A), mantém-se o
formato convexo-convexo presente no peciolo, assim como feixes vasculares do tipo
colaterais (Figura 8B) dispostos em semicirculo parcialmente fechado. A epiderme é
revestida de cuticula delgada, as células apresentam dimensdes semelhantes,

presenca de estdmatos (Figura 8C) e tricomas (Figura 8A).
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Figura 8: Dysphania ambrosioides - Secc¢ao transversal da nervura central, corada
com Azul de alcian e safranina. A — aspecto geral dos feixes vasculares dispostos
em semicirculo parcialmente fechados. B — feixe vascular colateral. C — Epiderme
com presenga de estdbmato (St)

Legenda: Co — colénquima angular, Ep — epiderme, F —floema, FV - feixes vasculares, Pa —
parénquima fundamental. TrT — tricomas tectores. X- xilema.
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5.1.3.2 Peciolo

Em seccédo transversal, observa-se que o peciolo (Figura 9) € alado,
apresenta formato convexo-convexo. A epiderme é uniestratificada com células de
dimensdes aproximadas e cuticula delgada. Ainda na epiderme sao encontrados
tricomas dos tipos tectores e glandulares semelhantes aos encontrados na lamina
foliar. Logo apds a epiderme encontra-se o tecido de sustentagao colénquima do tipo
angular, entre 3 e 4 camadas, dispostas nos arcos adaxial e abaxial, alas laterais e
adjacentes aos feixes vasculares floematicos. O peciolo & preenchido por
parénquima fundamental, no qual se pode observar idioblastos (Figura 9C) contendo
substancias lipofilicas. Os feixes vasculares sdo do tipo colaterais abertos (Figura
9B) dispostos em semicirculos, mas também podem estar parcialmente fechados por
feixes voltados para a face adaxial, conforme observado na Figura 9A.

Os resultados encontrados foram semelhante ao descrito nos trabalhos de
Costa e Tavares (2006) e Sa et al. (2016). Se diferenciando apenas que no primeiro
estudo houve descricdo de feixes vasculares colaterais em arco parcialmente
fechado, no segundo a descrigdo do arco aberto e neste trabalho verificou-se ambas

situacoes.
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Figura 9: Dysphania ambrosioides - Secgao transversal do peciolo, coloragdo Azul
de alcian/safranina e Sudan Ill. A — aspecto geral. B — feixes vasculares em
semicirculo. C — idioblastos (id) com substancias lipofilicas

»

B 500 pm.

Legenda: Co — colénquima angular, Ep — epiderme, FV - feixes vasculares, Pa — parénquima, Tt —
tricomas tectores, id - idioblastos com substancias lipofilicas.
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5.2 CARACTERIZAGAO DA DROGA VEGETAL

5.2.1 Identificagdo microscépica

Na analise microscopica da droga vegetal verificou-se a presenga de
fragmentos da epiderme (Figura 10B). Identificou-se a presenga de tricomas tectores
(Figura 10A) e glandulares (Figura 10C). No trabalho de Félix-Silva et al. (2012)

observou-se de maneira similar os fragmentos de epiderme e tricomas tectores.

Figura 10: Dysphania ambrosioides — Microscopia da droga vegetal. Corante Azul de
alcian e safranina: A- tricoma tector. Coloragdo com Steinmetz: B — epiderme, C —
tricoma glandular capitado.

5.2.2 Determinacgao de teor de volateis

A secagem adequada da droga vegetal € de fundamental importancia no
controle de qualidade, a fim de impedir possiveis contaminag¢des e degradag¢des dos
constituintes quimicos. Dessa forma, a Farmacopeia Brasileira 5° edicao estabelece
um teor de umidade entre 8 e 14% (BRASIL, 2010). A umidade média obtida foi de
8,65% % 0,03 e desvio padrao relativo (DPR) de 0,42%, de acordo com o
preconizado. Na literatura ha relatos do experimento realizado a partir de folhas de
D. ambrosioides que no Brasil apresentou teor de 8,9% e na Nigéria 10,9%
(VALERIO et al., 2015; OKHALE et al., 2012).

5.2.3 Determinacgao de cinzas totais

O teor de cinzas totais de uma droga vegetal permite avaliar a presenga de
substancias inorganicas nao volateis de origem fisiolégica como carbonatos,

fosfatos, cloretos, e nao fisiolégica como areia, pedra, terra (Simdes et al., 2017). O
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teor médio obtido de cinzas totais foi de 11,01%+0,03 e DPR 0,02%. Valor bem
divergente ao relatado por Valério et al. (2015) que foi de 3,6%. A divergéncia
ocorreu devido a droga vegetal da referida pesquisa ser composta por folhas e a

deste estudo conter as partes aéreas de D. ambrosioides.

5.2.4 Determinagao de cinzas insoluveis em acido cloridrico

A determinagdo de cinzas insoluveis em acido cloridrico tem por objetivo
verificar a presenga de cinzas de origem nao fisioldgica. Insumos naturais tendem a
apresentar teores menores que 1%. Neste estudo o teor de cinzas insolluveis em
acido cloridrico foi de 0,54%=0,03.

5.2.5 Granulometria do p6

A Farmacopeia Brasileira 5° edi¢gao caracteriza como p6 grosso aquele cuja
totalidade atravessa um tamis com abertura nominal de 1700um ou tem no maximo
40% de massa retida em malha de 355um. Neste ensaio verificou-se que até a
abertura de 1400um (Figura 11), a droga vegetal ndo ficou retida, caracterizando-a
como po grosso. O tamanho da particula influencia no processo extrativo de
percolagao, pois quanto menor o tamanho maior a possiblidade de ocorréncia do
fendmeno de adsorgéo entre o p6 e a umidade com a formagao de aglomerados que
impedem a passagem do liquido extrator ou torna a extragdo excessivamente
demorada (LIST; SCHIMIDT, 1989; LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001). Dessa

forma uma granulometria com dimensdes adequadas favorece a percolagao.
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Figura 11: Distribuigcdo granulométrica da droga vegetal de D. ambrosioides
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5.2.6 Determinacgao do indice de intumescéncia

O indice de intumescéncia permite avaliar o aumento do volume do material
vegetal quando imerso em agua. Este aumento pode ocorrer pela presengca de
mucilagens, gomas, pectina, hemicelulose (GIL, 2010). A média do indice de
intumescéncia foi de 0,2 + 0,26 ml. O baixo indice encontrado constitui um
parametro importante na percolagcéo, pois permite estimar a quantidade de liquido
extrativo a ser adicionado durante o processo e reduz dificuldades no seu

escoamento decorrentes de intumescimento (COUTO et al., 2009).

5.2.7 Triagem fitoquimica

Na triagem fitoquimica da droga vegetal proveniente de partes aéreas de D.
ambrosioides foram verificadas a presenca de flavonoides, compostos fendlicos,
heterosideos antraquindnicos, taninos, heterosideos cardioativos (triterpenos).

Ha muita divergéncia quanto a ocorréncia de heterosideos antraquindnicos,
alcaloides, saponinas e taninos na espécie. O estudo de Felix-Silva et al. (2012)
revelou a presenga de cumarinas, alcaloides, taninos, flavonoides, esteroides,
triterpenos no extrato aquoso de folhas de D. ambrosioides do estado do Rio Grande

do Norte, Brasil. Outros estudos realizados com a planta inteira no Paquistdo e com
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as folhas da espécie vegetal da Nigéria além destes resultados encontraram a
presencga de saponinas e auséncia de heterosideos antraquinénicos (OKHALE et al.,
2012; BEGUM et al., 2015).

Jesus et al. (2018) identificaram presenga de flavonoides, heterosideos
antraquinénicos, alcaloides, taninos, heterosideos digitalicos no extrato etandlico de
folhas de D. ambrosioides de Uruguaiana, Rio Grande do Sul, Brasil. J&4 num estudo
no municipio de Alegre, Espirito Santo, Brasil. em sua prospecc¢ao identificaram
triterpenos, esteroides, flavonoides, compostos fendlicos, taninos, saponinas
(MARINS et al., 2011). Alencar et al. (2010) encontraram flavonoides, compostos
fendlicos, heterosideos antraquindnicos, taninos e terpenoides em folhas da planta
do municipio de Altinho, Pernambuco, Br e foi o trabalho cujos resultados mais se
aproximaram deste, entretanto ndo houve a pesquisa para saponinas e heterosideos
cianogénicos.

Os teores de metabdlitos secundarios podem ser influenciados pela
luminosidade, umidade, temperatura, idade e desenvolvimento da planta,
sazonalidade, altitude, nutrientes, estimulos mecanicos, ataques de patdgenos, de
herbivoros entre outros (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; METLEN; ASCHEHOUG;
CALLAWAY, 2009; PAVARINI et al., 2012). Certamente um ou mais destes fatores
podem ter influenciado nas pesquisas citadas, uma vez que foram realizadas em

locais diferentes e ndo sdo conhecidas as condi¢des climaticas de cultivo e coleta.

5.2.8 Perfil do dleo essencial de partes aéreas de Dysphania ambrosioides.

Fatores ambientais como altitude, luminosidade, intensidade da radiacdo
solar, umidade, estagio de desenvolvimento da planta, parte coletada, forma de
armazenamento, interferem tanto na qualidade quanto na quantidade de
constituintes dos 6leos essenciais (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; PAULUS et al.,
2016).

No presente estudo evidenciou-se que a composicdo quimica do Ooleo
essencial das partes aéreas de D. ambrosioides constituia-se de 82,19% de
monoterpenos, 10,68% sesquiterpernos e 7,13% aldeidos, o0s principais
componentes encontrados foram trans-glicol-ascaridol (7,88%), ascaridol (7,41%),
carvacrol (3,93%), nerolidol (3,8%) e p-cinemo (3,7%), conforme Tabela 7. O

rendimento da extragao foi 0,008%, na literatura ha registros de rendimentos desde
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0,06% (ONOCHA; EKUNDAYO, 1999) a 1,15% (DEGENHARDT et al., 2016) para
oleo essencial de folhas D. ambrosioides, evidenciando como fatores citados acima
podem influenciar no rendimento da extracao.

Entre os principais componentes do oleo essencial de D. ambrosioides
descritos na literatura encontram-se o ascaridol e seus isébmeros, a-terpineno, p-
cinemo. Ao ascaridol sdo atribuidas inumeras propriedades farmacologicas da
espécie vegetal e pode constituir até 80% do d6leo essencial em extragdes feitas a
partir de folhas e sementes (JARDIM et al., 2008; DEMBITSKY; SHKROB; HANUS,
2008; KANDPAL; JOSHI; JOSHI, 2016). Estudos relatam porcentagens superiores a
80% de ascaridol no dleo essencial para extracdes realizadas de partes aéreas
frescas (SOUZA et al., 2015; PAES et al., 2015).

Tabela 7: Composi¢cao quimica do 6leo essencial de partes aéreas de Dysphania
ambrosioides

Identificagao indice de retengdo Percentual (%)
p-cimeno (monoterpeno) 1021 3,7
n-nonanal (aldeido) 1102 2,53
cimen-8-ol (monoterpeno) 1184 1,8
a-terpineol (monoterpeno) 1192 1,74
Ascaridol (monoterpeno) 1235 7,41
cis-piperitone-epoxido (monoterpeno) 1250 2,77

trans-glicol-ascaridol

(monoterperno) 1271 7,88
Carvacrol (monoterpeno) 1296 3,93
Nerolidol (sesquiterpeno) 1661 3,80

Por outro lado, Sa et al. (2014) num 6leo essencial obtido a partir de folhas
frescas da cidade de Recife, Pernambuco, Brasil (Br) encontraram 42,14% de o-
terpineno, 31,57% de a-terpinenil-acetato, 7,90% de timol e apenas 0,87% de
ascaridol. Uma pesquisa analoga na cidade de Lavras, Minas Gerais, Brasil,
detectou 40,73% de a-terpineno, 21,81% de p-cimeno, 12,49% de trans-ascaridol
(SANTIAGO et al., 2016). Ja um estudo do Iémen com dleo obtido a partir de folhas
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secas 0s principais compostos encontrados foram o ascaridol (54,2%), isoascaridol
(27,7%) e p-cimeno (8,1%) (AL-KAF et al., 2016).

Chekem et al. (2010), em estudo realizado em Camardes, obtiveram um 6leo
a partir de partes aéreas frescas cuja composicao era de 0,7% de ascaridol, 51,3%
de a-terpineno, 23,4% de p-cinemo, 15,3% de p-menta-1,8-dieno. A pesquisa sugere
a existéncia de diferentes quimiotipos de D. ambrosioides, que adicionados a fatores
ambientais acarretam tamanha variagdo na composig¢ao dos 6leos.

Outro fator a ser considerado € a termossensibilidade do ascaridol, quando o
composto é submetido a uma temperatura de 150 °C forma o isoascaridol e ainda
nao foi possivel medir a interferéncia desta isomerizagdo na quantificacdo de
ascaridol (CAVALLI et al., 2004).

5.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO PARA IDENTIFICACAO E
QUANTIFICACAO DE RUTINA POR CROMATOGRAFIA A LiIQUIDO DE ALTA
EFICIENCIA

O desenvolvimento de um método analitico constitui uma importante
ferramenta no controle de qualidade de fitoterapicos. E precisa contemplar situacées
como extragdes das substancias de interesse provenientes de uma matriz complexa,
fotoestabilidade, estabilidade térmica, a inexisténcia de substancia de referéncia, a
variagdo da composi¢cao quimica, época do ano, localidade (SOUZA-MOREIRA,;
SALGADO; PIETRO, 2010), para que enfim permita a identificagdo e doseamento do
marcador quimico tanto na droga vegetal, quanto no produto intermediario e produto
acabado (YAN et al., 2014).

Métodos cromatograficos tém sido adotados como forma de identificagdo e
doseamento de marcadores quimicos por garantirem rapidez, confiabilidade e
reprodutibilidade das analises. Para substancias volateis emprega-se a
cromatografia gasosa, contudo a técnica é limitada quando o analito ndo pode ser
volatilizado. Por outro lado, a cromatografia a liquido de alta eficiéncia permite que a
maioria dos metabdlitos secundarios sejam analisados (SIMOES et al., 2017).

Inicialmente cogitou-se como marcador o ascaridol com a finalidade de avaliar
o impacto do terpeno no extrato hidroalcodlico de partes aéreas de D. ambrosioides,
no entanto, dificuldades em obter ou mesmo isolar a substancia de referéncia trouxe

a necessidade de escolha de um novo marcador. Apds contato com estudo de
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Barros et al. (2013) verificou-se que no perfil cromatografico do liofilizado de partes
aéreas D. ambrosioides identificou-se a presenca de inumeros flavonoides sendo
rutina e quercetina os majoritarios.

O método cromatografico utilizado consistia em um gradiente de fase movel
acetonitrila e agua acidificada com acido formico a 0,01%. No extrato hidroalcoolico
identificou-se somente a rutina. No presente trabalho a utilizacdo deste método com
adaptagdes mostrou-se inadequado para o isolamento do pico correspondente a
rutina no cromatograma. Outros métodos voltados para identificagdo da rutina
também foram testados como o método adaptado da Farmacopeia Brasileira 5°
edicdo (2010) e de Piana et al. (2013). Todos os métodos citados ndo foram
eficientes na separacéo de rutina no extrato bruto de D. ambrosioides de acordo com

o observado na Figura 12.
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Figura 12: Perfis cromatograficos via CLAE dos métodos testados: Adaptado de
Barros et al.(2013) (A), adaptado da Farmacopeia Brasileira 5° edigao (2010) (B),
Método isocratico adaptado de Piana et al. (2012) (C).
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agua e acido trifluoracético, na proporgéo de 5:95:0,01 e (B) acetonitrila; Fluxo de 0,7 mL/min; Comprimento de
onda: 365nm; Volume de injegéo: 20pL.

*C T tR: 3.025 minutos

«| Rutina

3 To Tis o 1

Condigbes cromatograficas: coluna C18; Eluigéo isocratica; Fase mével: metanol-agua em 0,002% (v/v) de acido
fosférico (1:1); Fluxo de 1,0 mL/min; Comprimento de onda: 356nm; Volume de injegédo: 20puL.
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Por fim, as condi¢bes metodolégicas adaptadas do método de Jesus et al.
(2018) permitiram a separagdo adequada da rutina. A fase movel empregada foi
agua acidificada em acido acético 2% e metanol, em gradiente. O fluxo foi de 1,0
mL/mim, o volume de injecao foi de 20 yL e o comprimento de onda foi de 360nm.
Para o extrato bruto de partes aéreas de D. ambrosioides (Figura 13) foi identificada
a rutina (Figura 14) como marcador quimico (TR=39,448). Deste modo, estabeleceu-
se uma metodologia para determinagao do flavonoide rutina no extrato bruto de D.
ambrosioides por CLAE, que estda em processo de validagdo de acordo com
procedimentos estabelecidos pela ANVISA como forma de agregar valor ao controle
de qualidade da planta.

Figura 13: Cromatograma do extrato bruto obtido a partir da droga vegetal de partes
aéreas de D. ambrosioides Método Jesus et al. (2018) adaptado.
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Condigbes cromatograficas: eluicdo em gradiente de metanol e acido acético 2%, fluxo de 1,0
mL/min, o volume de injecdo de 20uL e o comprimento de onda de 360 nm.

Figura 14: Cromatograma do padrao rutina. Método Jesus et al. (2018) adaptado:
eluicdo em gradiente de metanol e acido acético 2%, fluxo de 1,0 mL/min, o volume
de injecdo de 20uL e o comprimento de onda de 360 nm.
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5.3.1 Identificagao de constituintes e selecao do marcador quimico

Embora existam varios estudos sobre as atividades farmacoldgicas do extrato
de D. ambrosioides, nota-se uma caréncia de métodos validados para identificacéo e
doseamento de marcadores quimicos. A escolha do marcador foi direcionada por
duas pesquisas a de Barros et al. (2013) e Jesus et al. (2018). O ultimo foi
determinante no sentido de obter separacdo satisfatoria e com pico mais intenso
para o flavonoide rutina.

O marcador quimico apresenta nucleo cromoforo que absorve fortemente na
regidao do ultravioleta (UV), mediante a varredura espectrofotométrica foram
identificados picos de absor¢ao na regiao de 209nm, 259nm e 360nm (Figura 15). O
primeiro pico sofreu interferéncia da fase moével, pois € a regido de absorcao do
metanol (LANCAS, 2009). Ja o pico 2 reflete a faixa de absorgdo da banda Il do
ndcleo flavanico e o pico 3 a faixa da banda | do nucleo (SIMOES et al., 2017).
Como na faixa de absorcdo da banda | houve uma maior intensidade de absorgao,
adotou-se o comprimento de 360 nm para identificacdo de rutina no extrato bruto de

partes aéreas de D. ambrosioides.

Figura 15: Espectro de varredura do padrao rutina
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5.3.2 Validagao parcial de metodologia analitica cromatografica

5.3.2.1 Adequabilidade do sistema

A verificagdo da adequabilidade do sistema (System Suitability) € de suma
importancia e deve ser realizado antes e durante as analises, a fim de garantir que o
sistema (bomba, injetor, detector e coluna) esteja operando de maneira adequada
(PALLASTRELLI, 2013).

A Tabela 8 apresenta os valores obtidos para os parametros avaliados na
adequabilidade do sistema com base em trés injegdes consecutivas da solugéo
amostra do extrato bruto das partes aéreas de D. ambrosioides. Varios fatores
podem interferir no correto desempenho do sistema, como, caracteristicas quimicas
da fase movel e fase estacionaria, pH da fase modvel, tamanho das particulas,
volume de injecdo, entre outros (PALLASTRELLI, 2013).

Tabela 8: Valores médios (+DP) dos critérios de adequabilidade do sistema (System
Suitability) obtidos para o extrato etandlico das partes aéreas de D.ambrosioides

System suitability

Fator de Resolucao Pratos Fator de
cauda (Rs) tedricos capacidade (k')
(talling)
Pico da rutina 1.15 2,96 35001 30.76
no extrato (x0,09) (£0,18) (x4,41) (x0,08)
Limites ICH <2 =2 > 2000 >2

(2005)

Todos os parametros de system suitability se mostraram dentro dos valores
preconizados, demonstrando que o método escolhido é adequado para separagao e
quantificacdo correta do marcador rutina no extrato de D. ambrosioides, estando,

portanto, apto para fornecer resultados confiaveis nas demais etapas de validacgao.

5.3.2.2 Seletividade

A seletividade do método foi comprovada mediante a comparagao dos
cromatogramas do diluente (metanol e solugdo aquosa de acido acético a 2%), da
solugdo do padrao rutina e do extrato etandlica bruto de Dysphania ambrosioides
(Figura 16).
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Figura 16: Perfis cromatograficos via CLAE do diluente (A), da solu¢do padréo rutina
(B) e do extrato etandlico bruto de D.ambrosioides (C)
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de 1,0 mL/min; Comprimento de onda: 360nm; Volume de inje¢do: 20pL.
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A seletividade de um método se deve a capacidade deste em identificar ou
quantificar uma substancia de interesse, no caso de materiais vegetais, 0 método
deve ser capaz também de diferenciar o material de interesse de outras substancias
semelhantes (BRASIL, 2017a). No teste realizado n&o foi observada a interferéncia
do diluente durante a elui¢cdo, ndo houve detecgao de outros componentes no tempo
de retencdo do marcador rutina a 360nm, demonstrando que o método escolhido é

seletivo.

5.3.2.3 Linearidade

O método mostrou-se linear no intervalo de 31,25 a 1000 pg/mL (Figura 17),
com a seguinte equagdo representativa: y = 13572x - 113420 (R = 0,9981 e R? =
0,9998), estimada pelo Método dos Minimos Quadrados Ordinario (MMQO). A
escolha do MMQO foi definida apds considerar a variancia das respostas
(absorvancias) para cada concentragdo de rutina empregada no intervalo (C), ao
nivel de significancia de 5%. A Tabela 9 contém as areas dos picos do padr&o rutina
utilizadas para a construgcao da curva de calibracao.

Figura 17: Curva de calibragdo média do padrao rutina.
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Tabela 9: Areas dos picos do padrao rutina utilizadas na construcdo da curva padréo

Rutina Area rutina Média DPR (%)
(ng/mL) (mAU.s)
31,25 373.623
31,25 369.024 373.376 0.92
31,25 377.481
62,5 741.770
62,5 643.774 684.340 6.10
62,5 667.476
125 1.707.261
125 1.585.262 1.628.343 3.43
125 1.592.507
250 3.360.851
250 3.278.390 3.292.587 1.54
250 3.238.521
500 7.094.699
500 6.009.695 6.544.265 6.77
500 6.528.402
1000 14.182.106
1000 12.995.759 13.515.468 3.66
1000 13.368.539

Legenda: DPR — Desvio Padrao Relativo
A homocedasticidade dos dados foi confirmada pelo calculo da constancia

das variancias (C) das concentragdes, cujo valor foi de 0,546, portanto inferior ao
valor de C critico (0,616), determinado como limite para o experimento (BRASIL,
2017b).

A ANOVA mostrou que o coeficiente angular foi estatisticamente diferente de
zero (p = 7,87x102") (Tabela 12) e o coeficiente linear ndo foi estatisticamente
diferente de zero (p = 0,265), demonstrando a linearidade do método. A analise dos
residuos é demonstrada na Figura 18, demonstra a distancia entre os valores reais
do intervalo linear e os valores estimados. Para tanto, os residuos além de
homocedasticos devem apresentar uma distribuicdo independente, confirmada neste
estudo, pelo teste de Durbin-Watson (p = 0,946). Dessa forma, pode-se inferir que o
método € capaz de gerar respostas analiticas diretamente proporcionais a
concentragao de flavonoides (BRASIL, 2017b).
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Figura 18: Graficos de dispersdo de residuos para a linearidade do método
cromatografico.
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Tabela 10: Dados da ANOVA obtidos pelo Método dos Minimos Quadrados
Ordinarios para a linearidade, na quantificacéo de rutina pelo método cromatografico

Soma de Quadrado
GL Quadrados Médio Estat. F P-valor
Concentragao
de rutina 1 3,80x10% 3,80x10" 4238,53 7,87x1021
(Mg/mL)
Residuos 16 1,43x1012 89583521587

Legenda: GL- graus de liberdade

Portanto, todos os dados demonstrados acima se mostraram em
conformidade com as especificagdes da RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, que

dispde sobre a validagdo de métodos analiticos, demonstrando a capacidade do
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método em ser linear, determinando areas diretamente proporcionais a concentragcao

do marcador na amostra.

5.4 VALIDACAO DO METODO ANALITICO ESPECTROFOTOMETRICO PARA
QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS, EXPRESSOS COMO RUTINA,
NAS PARTES AEREAS DE D. ambrosioides

5.4.1 Seletividade

A seletividade do método foi comprovada através de 7 leituras
espectrofotométricas do extrato, em 364 nm, e comparacédo com a leitura do padrao
rutina na concentragao tedrica (16 ug/ml), no mesmo comprimento de onda.

Os resultados para a seletividade do método espectrofotométrico sao
apresentados na Tabela 11. Apds as leituras dos 7 extratos preparados na mesma
concentracao tedrica do padrao rutina verificou-se o teor de recuperagcao médio de
100,95% e Desvio Padrao Relativo (DPR) de 3,41%, demonstrando a seletividade do
método, ou seja, sua capacidade em quantificar flavonoides totais mesmo na

presenga de componentes da matriz (BRASIL, 20172).

Tabela 11: Dados de seletividade para quantificacdo de flavonoides totais,
expressos como equivalentes de rutina, nas folhas de D. ambrosioides para o
método espectrofotométrico

Absorvancia Concentragao Recuperagao
Extrato
(nm) (ng/mL) (%)

Extrato 1 0,362 16,280 101,75
Extrato 2 0,345 15,592 97,45
Extrato 3 0,350 16,188 101,175
Extrato 4 0,371 16,738 104,6125
Extrato 5 0,340 15,362 96,0125
Extrato 6 0,358 16,144 100,19
Extrato 7 0,373 16,876 105,475

Média 0,357 16,168 100,95
DPR (%) 3,543 3,407 3,426

Legenda: DPR - desvio padréao relativo
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5.4.2 Linearidade

O método mostrou-se linear no intervalo analisado (Figura 19), com a seguinte
equacgao representativa: y = 0,0218x + 0,0051 (R=0,9994), estimada pelo Método
dos Minimos Quadrados Ordinario (MMQO). A escolha do MMQO foi definida apos
considerar a varidncia das respostas (absorvancias) para cada concentracdo de
rutina empregada no intervalo (C), ao nivel de significancia de 5%. O valor de C
calculado foi de 0,474, portanto inferior ao valor de C critico que é de 0,561
(BRASIL, 2017b), confirmando a constancia na variancia, ou seja, a
homocedasticidade dos dados. A ANOVA mostrou que o coeficiente angular foi
estatisticamente diferente de zero (p = 2,206x10-2°) (Tabela 12) e o coeficiente linear
nao foi estatisticamente diferente de zero (p = 0,166), demonstrando a linearidade do
método. A analise dos residuos € demonstrada na Figura 20. Essa analise quantifica
a distancia entre os valores reais do intervalo linear e os valores estimados. Para
tanto, espera-se que os residuos além de homocedasticos, tenham uma distribuicao
normal, confirmada neste estudo, pelo teste de Anderson-Darling (p = 0,05). Os
parametros estatisticos avaliados confirmam que o método é capaz de gerar
respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de flavonoides
(BRASIL, 2017b).

Figura 19: Curva de calibragdo média do padrdo rutina no intervalo de concentragao
de 1,25 a 40ug/ml para o comprimento de onda de 364nm
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Figura 20: Graficos de dispersdo de residuos para a linearidade do método
espectrofotométrico
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Tabela 12: Dados de ANOVA obtidos pelo Método dos Minimos Quadrados
Ordinarios para a linearidade, na quantificacdao de flavonoides totais, expressos
como equivalentes de rutina, pelo método espectrofotométrico

Soma de Quadrado
GL Quadrados Meédio Estat. F P-valor
Concentragao
de rutina 1 1,915147518 1,915147518 16462,89718 2,206x102°
(ug/mL)

Residuos 19 0,002210292  0,000116331

Legenda: GL- graus de liberdade
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5.4.3 Limites de Deteccao e Quantificacéao

O limite de detecgado indica a menor quantidade do analito presente na
amostra que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado, sob as
condigbes experimentais estabelecidas no método. O limite de quantificacédo € a
menor quantidade do analito na amostra que pode ser determinada com precisao e
exatiddo aceitaveis sob as condicbes experimentais estabelecidas no método
(BRASIL, 2017a). Para o presente estudo, os limites de detecg¢édo e quantificacao,
estimados com base no desvio padrao do intercepto com o eixo y, foram de 0,535 e
1,622 pg/mL, respectivamente. Esses mesmos limites estimados com base no

desvio padrao dos residuos foram de 1,632 e 4,947 ug/mL, respectivamente.

5.4 4 Efeito Matriz

O efeito de componentes da matriz sobre a resposta analitica deve ser
determinado, especialmente, para amostras constituidas por matrizes complexas
(BRASIL, 2017a), como os extratos vegetais. O paralelismo das retas, determinado
por meio da comparagao entre os coeficientes angulares das curvas de calibragao
construidas com o padrao analitico e com a amostra fortificada com o padréo
analitico nos mesmos niveis de concentragdao da linearidade, € indicativo de
auséncia de interferéncia dos constituintes da matriz (BRASIL, 2017a). O diagrama
de dispersao gerado para as duas curvas de calibragdo é demonstrado na Figura 21.
Os testes de comparagcdo (Teste de F) das curvas demonstraram nao haver
diferenca significativa, ao nivel de 5% de significancia, para a igualdade do
intercepto (p = 0,212), paralelismo das retas (p = 0,588) e coincidéncia (p = 0,382),

confirmando a auséncia de efeito de componentes da matriz na resposta analitica.
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Figura 21: Diagrama de dispersdao das absorvancias (364nm) em funcdo das
concentracdes de flavonoides, construido a partir do padrao rutina e da amostra
fortificada com o padrao rutina, nos mesmos niveis de concentragado da linearidade
(1,25 — 40 pg/mL).

Gréfico: Diagrama de Disperséo
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5.4.5 Precisio, Exatidao e Robustez

Na determinacdo da precisdo do método (Tabela 13), no dia 1 (analista 1)
obteve-se Desvio Padrdo Relativo (DPR) de 9,85% para as concentragbes de
flavonoides totais nas seis amostras preparadas a 100% da concentragdo do teste.
No dia 2 (analista 2) o DPR foi de13,07% e o DPR inter-dia foi de 12,24%.

Os resultados da exatiddo, obtidos pelo método de recuperacido sao
demonstrados na Tabela 14. As amostras fortalecidas com o padrdo rutina
apresentaram recuperagao média de 91,106% 15,45 e DPR de 5,99%.

Na robustez, o DPR para as concentracdes de flavonoides totais obtidas em
364nm foi de 8,66% e em 366nm de 8,64%; em relacdo ao tempo de extracdo o
DPR intersolvente no comprimento de onda de 364nm foi de 5,85%, e em 366nm foi
de 3,52% e o DPR entre os comprimentos de onda foi de 2,69%. O guia de
orientagcdo para registro de medicamento fitoterapico e registro e notificagcdo de
produto tradicional fitoterapico (BRASIL, 2014b) preconiza que o valor maximo
aceitavel de DPR na validagdo de métodos analiticos deve ser definido de acordo
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com o meétodo empregado, a concentragdo do analito na amostra, o tipo de matriz e
a finalidade do método, entretanto, os resultados de DPR ndo devem ser superiores
a 15%. Portanto, o0 método demonstrou ser adequado para a quantificacdo de

flavonoides totais em D. ambrosioides.

Tabela 13: Dados de precisdo para a quantificagcao de flavonoides totais, expressos
como equivalentes de rutina, pelo método espectrofotométrico

Absorvancia (364 Concentragao
Extrato
nm) (Mg/mL)
Intra-dia (Analista 1, dia 1)
1 0,312 14,07798
2 0,315 13,98624
3 0,360 16,27982
4 0,345 15,59174
5 0,401 18,11468
6 0,340 15,36239
Média 0,345 15,56881
DPR (%) 9,488 9,84945
Intra-dia (Analista 2, dia 2)
1 0,380 17,19725
2 0,320 14,44495
3 0,424 19,21560
4 0,317 14,30734
5 0,418 18,94037
6 0,411 18,61927
Média 0,378 17,12080
DPR (%) 12,891 13,06732
Inter-dia
Média 0,361 16,34480
DPR (%) 12,065 12,23758

DPR: Desvio padrao relativo.
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Tabela 14: Dados da exatidao para a quantificagcado de flavonoides totais, expressos
como equivalentes de rutina, pelo método espectrofotométrico

Nivel de Concentragao de
concentragcdao da Concentragao de flavonoides
amostra em flavonoides totais na amostra Recuperacao (%)
relagao ao totais na amostra fortalecida com o perag °
intervalo linear (ng/mL) padréao rutina
(%) (ng/mL)
baixa 5,45413 20,86697 96,33028
5,22477 21,09633 99,19725
5,36239 21,14220 98,62385
média 7,28899 21,32569 84,57569
7,19725 21,50917 88,87615
7,42661 21,00459 86,29587
alta 7,83945 21,92202 88,01606
7,65596 21,87615 88,87615
7,74771 22,01376 89,16284
Concentracgao tedrica do padrao rutina 16 pg/mi
Média 91,10601
DPR (%) 5,99097

DPR: Desvio padrao relativo

5.5 PREPARO E CARACTERIZACAO DAS SOLUGCOES EXTRATIVAS

Neste estudo foram utilizadas duas técnicas extrativas na producao de
extratos hidroetandlicos a partir das partes aéreas de D. ambrosioides, a primeira
obtida através da extragdo assistida por ultrassom (EAU) visando desenvolvimento e
otimizagdo da técnica e a segunda obtida pela maceragéo seguida de percolagao da

droga vegetal, produzida para o desenvolvimento tecnolégico de extratos secos.

5.5.1 Otimizagdo das condi¢cdes de EAU de flavonoides totais a partir das partes

aéreas de D. ambrosioides.

A ANOVA e a regresséo linear/quadratica multipla empregando a Metodologia

de Superficie de Resposta demonstraram que na primeira bateria de experimentos o

Resultados e Discussdo 89



modelo empregado foi significativo (p=0,0011), sem falta de ajuste (p=0,076227) e o
coeficiente de determinacdo (R?) foi de 0,84827 e o r? ajustado de 0,57 para
flavonoides totais. Na Tabela 15 observa-se um efeito linear significativo (p<0,05) do
tempo (1L), temperatura (2L) e teor alcoolico (3L) e um efeito quadratico significativo

na variavel tempo e na interagcédo temperatura (2L)/ teor alcoolico(3L).

Tabela 15: Analise de variancia para a primeira bateria de experimentos do modelo
de regressdo quadratica polinomial para a extragcdo assistida por ultrassom de
flavonoides totais, expressos como equivalentes de rutina, nas partes aéreas de D.
ambrosioides

Somados Graude Meédia dos
Fator . F p
quadrados liberdade quadrados

L 0.021084 1 0.021084 81.1372  0.0121*

1Q 0.015558 1 0.015558 59.8710  0.0163*

2L 0.005783 1 0.005783 22.2563  0.0421*

2Q 0.000043 1 0.000043  0.1648 0.7241

3L 0.007230 1 0.007230 27.8253  0.0341*

3Q 0.001434 1 0.001434 55177 0.1433

Le2l 0.000373 1 0.000373  1.4340 0.3538

Le3dl 0.000432 1 0.000432  1.6619 0.3263

2Ledl 0.005141 1 0.005141 19.7834  0.0470*

Falta de ajuste 009574 3 0.003191  12.2817 0.0762

Erro puro 0.000520 2 0.000260 0.0121

Soma quadrados

55513.26 14

total

Legenda: 1 - tempo de extragdo (minutos); 2 - temperatura (°C); 3 - teor alcodlico (% p/p); L -
linear; Q - quadratico; *p<0,05

Os graficos de superficie de resposta (Figuras 22A, 22B e 22C) destacam os
efeitos das variaveis independentes sobre os teores de flavonoides da primeira
bateria de experimentos. A Figura 22A mostra que a extracdo maxima de
flavonoides foi observada a temperaturas acima de 30°C e de 40 minutos de
extragdo, demonstrando o efeito linear dos parametros. Na Figura 22B, o maximo de
extracédo de flavonoides foi alcangado acima de 40 minutos de extragao e teores de

etanol de 60% (p/p). A Figura 22C mostra que os maiores teores de flavonoides
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foram observados em temperaturas superior a 36°C em teores de etanol inferiores a

60% (p/p), mostrando a interagdo entre temperatura e teor de etanol. O modelo

indicou que as melhores condicbes de extracdo dos flavonoides estavam fora da

area experimental, por isso novas condi¢cdes foram propostas.

Figura 22: Graficos de superficie de resposta (A — C) do primeiro experimento de

extragao assistida por ultrassom (EAU) de flavonoides, expressos como equivalentes
de rutina, das partes aéreas de D. ambrosioides

(d/d "%) Sepiouoned
d/d ‘%) saplouoneld

(d/d “%) sapiouonel

A ANOVA e a regressédo linear/quadratica multipla empregando a MSR da
segunda bateria de experimentos demonstraram que o modelo empregado foi
significativo (p = 0,0033), sem falta de ajuste (p = 0,31321), o coeficiente de

determinacgéo (R?) foi de 0,77362 e o r? ajustado de 0,37 para flavonoides totais. Na
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Tabela 16, considerando significativo valor de p < 0,1, observa-se um efeito linear
significativo do tempo (1L) e da temperatura (2L) sobre os teores de flavonoides

totais.

Tabela 16: Analise de varidncia para a segunda bateria de experimentos para o
modelo de regressado quadratica polinomial para flavonoides totais, expressos como
equivalentes de rutina

Soma dos Grau de Média dos
Fator F P
quadrados liberdade quadrados

1L 0.167441 1 0.167441 10.4427 0.0839*

1Q 0.001855 1 0.001855 0.1157  0.7661

2L 0.275945 1 0.275945 17.2097 0.0535*

2Q 0.002587 1 0.002587 0.1614  0.7268

3L 0.001072 1 0.001072 0.0669  0.8201

3Q 0.028840 1 0.028840 1.7986  0.3119
Le2l 0.005744 1 0.005744 0.3582  0.6103
LesL 0.000368 1 0.000368 0.0229  0.8935

2L edl 0.011377 1 0.011377 0.7095  0.4883
Falta de ajuste  .113107 3 0.037702 2.3513  0.3123

Erro puro 0.032069 2 0.016034
Soma quadrados
0.641281 14

total

Legenda: 1 - tempo de extragdo (minutos); 2 - temperatura (°C); 3 - teor alcodlico (% p/p);
L - linear; Q - quadratico; *p<0,1
O efeito linear do tempo de extragcdo e da temperatura sobre os teores de
flavonoides totais, expressos como equivalentes de rutina, ficou evidenciado na
Figura 23A. As Figuras 23B e 23C mostram que os teores alcodlicos exerceram
pouca influéncia na extracdo de flavonoides e mais uma vez destaca o efeito linear
dos parametros tempo e temperatura, pois a eficiéncia maxima de extracdo ocorreu
proxima aos pontos altos destas variaveis. De modo que as melhores condigdes de
extragdo para as variaveis analisadas neste estudo, determinadas pela fungéao geral
de otimizagdo do modelo foram: tempo de extragcdo de 59,308 minutos, temperatura
de 57,335°C e teor alcodlico de 56,968% (p/p). Nestas condicbes o teor de

flavonoides, expressos em equivalentes de rutina, predito pelo modelo foi de
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1,012%. Essas condi¢cbes foram validadas em triplicata e obteve-se uma média de

1,091% e um DPR 0,17%, o equivalente a 107,81% do valor previsto, demonstrando
a validade do modelo.

Figura 23: Graficos de superficie de resposta (A — C) do segundo experimento de

extragao assistida por ultrassom (EAU) de flavonoides, expressos como equivalentes
de rutina, das partes aéreas de D. ambrosioides

(d/d "%) sapiouonels
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(d/d '%) saplouoneld

Investigagbes recentes sobre a otimizagcdo de EAU para flavonoides de
espécies variadas mostraram alguns resultados consistentes com o presente
trabalho. As condigdes otimas para os EAU dos flavonoides do caule de

Chenopodium hybridum foram alcangadas a temperaturas de 78,69 °C, teor de
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etanol de 76,62% e tempo de extragcdo de 30 min. Para folhas de Camellia
fascicularis, as condi¢cdes 6timas para a EAU de flavonoides foram atingidas na
temperatura de 72,3 °C, teor de etanol de 40% e tempo de extracédo de 1,6h.
Entretanto, para as partes aéreas de Cryptotaenia japonica, as condigbes oOtimas
para a EAU dos flavonoides foram atingidas no tempo de extragdo de 70 min e teor
de etanol de 55% (Lu et al., 2015, Wu et al., 2016, Liu et al., 2018).

Na otimizagdo da EAU dos flavonoides das partes aéreas de D. ambrosioides,
nao foi possivel avaliar temperaturas acima de 60 °C, devido as limitacbes do
equipamento de ultrassom; no entanto, a analise grafica das superficies de resposta
indica a possibilidade de extracbes de eficiéncia maxima em temperaturas
superiores a 60 °C (Figuras 23A, 23C). Em relacéo ao teor de etanol, de acordo com
a primeira de série de experimentos, para teor de etanol acima de 70% (p/p), a
extragao de flavonoides diminui e, de acordo com a série secundaria, para teor de
etanol entre 30 e 70% (p/p) eficiéncia semelhante é mostrada na extragcdo de
flavonoides, comparavel aos resultados dos dois estudos citados acima (Lu et al.,
2015, Liu et al., 2018).

As misturas agua/etanol, com maior aumento na proporcdo de agua,
apresentaram melhor desempenho na extracdo de polifendis a partir de materiais a
base de plantas. Obviamente, devido a alta constante dielétrica da agua, que
aumenta os indices de polaridade das solug¢des de agua/etanol.

A metodologia de superficie de resposta aliada ao modelo Box Behnken tem
demonstrado ndo sé reduzir o numero de experimentos para alcancar as melhores
condigbes de extracdo, mas também confiabilidade dos resultados na extragdo de
compostos em materiais vegetais (WANG et al., 2013, LU et al., 2015, PAULA et al.,
2016, JANG et.al, 2017).

5.5.2 Caracterizagéo extrato liquido concentrado

O rendimento do extrato liquido obtido por percolagao a partir de 3kg de droga
vegetal foi de 27 L. O extrato liquido foi concentrado em rotaevapador até o volume
de 10L. Em seguida estédo os resultados (Tabela 17) da triplicata de caracterizag&o
do extrato liquido concentrado de D. ambrosioides.
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O extrato liquido concentrado apresentou pH 5,77, teor de solidos médio de
2,27% * 0,091, DPR 4,03%, densidade média de 0,8968g/cm® + 0,008 e um DPR
0,895% e viscosidade de 0,38 cp £ 0,03 e DPR 8,11%.

Tabela 17: Caracterizacido do extrato liquido concentrado obtido de partes aéreas de
D. ambrosioides

Replicata Teor de sélidos (%p/p) pH Viscosidade  Densidade

(cP) (g/ml)

1 2,17 5,66 0,37 0,66

2 2,35 5,80 0,41 0,64
3 2,29 5,85 0,35 0,65
Média 2,27 577 0,38 0,65
DP 0,09 0,10 0,03 0,01
DPR 4,04 1,71 8,11 1,53

Legenda: DP: Desvio padrédo; DPR: Desvio padrao relativo

A caracterizagao do extrato liquido produz informacdes importantes para fins
de controle de qualidade e contribui para o desenvolvimento de fitoterapicos. Uma
vez de posse de informacdes como teor de sodlidos, pH, viscosidade e densidade
pode-se ter parametros para o desenvolvimento de produto de melhor qualidade.
Para finalidade de producdo de extrato seco, estes fatores influenciam na
estabilidade, biodisponibilidade, rendimento, tamanho das particulas do extrato
(MASTERS, 1985; JAFARI et al., 2008; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010), entre outros

aspectos.

56 OBTENQAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO SECO DAS PARTES
AEREAS DE D. ambrosioides

5.6.1 Analise termogravimétrica (ATG) do padréo rutina

O estudo de Costa et al. (2002) demonstra que, na curva de decaimento da
rutina com ar atmosférico, da temperatura de 50 a 261°C ocorre perda de massa de
4,3%, entre 261 a 609°C a decomposi¢ao da rutina chega a 69,5%. Quando a ATG é
realizada com gas nitrogénio, a perda de massa entre as temperaturas de 25 a
139°C é de 5%, mas na faixa de 139 a 304°C a decomposi¢ao da rutina chega a
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15,8% e a curva de decaimento se mantem estavel até 892°C. Em outro estudo que
realizou a analise com nitrogénio gasoso, o processo de fusdo e decomposi¢ao da
rutina ocorreu na temperatura de 274,41°C, com perda de massa proxima aos 10%
(Ql et al., 2015). Tendo em vista que a secagem do extrato por aspersao ocorre na
camera de secagem em presencga de ar atmosférico aquecido, para preservagao dos
flavonoides estabeleceu-se a faixa de temperatura entre 120 e 160°C.

5.6.2 Determinacao de parametros de secagem

A definigdo de parametros para a otimizagdo da secagem do extrato esta
intrinsicamente relacionada a qualidade final do extrato. Resultados alcangados nos
trabalhos de Cortés-Rojas, Souza, Oliveira (2015); Borges et al. (2017); Pires, Pena
(2017) auxiliaram na escolha de alguns parametros deste estudo, complementada
com estudos experimentais preliminares, mencionados a seguir.

A escolha do adjuvante de secagem influencia na melhora de rendimento e
nas caracteristicas do produto final. No presente estudo a secagem com
maltodextrina nas concentragdes de 20, 40 e 60% do teor de sélidos, ndo foram
capazes de melhorar o rendimento do extrato ou mesmo auxiliar na atomizacdo do
extrato. Ja os extratos secos com Aerosil® nas mesmas concentragdes contribuiram
para a formacdo dos mesmos e melhora de rendimento, conforme demonstrado na
Figura 24. Observagdes laboratoriais demonstraram que concentragdes de Aerosil®
acima de 25% do teor de sdlidos levaram a formacdo de extratos secos com

melhores caracteristicas.
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Figura 24: Aspecto dos extratos secos de partes aéreas de D. ambrosioides, obtidos
com diferentes adjuvantes de secagem. A — secagem com maltodextrina; B —
secagem com Aerosil®

Outra variavel a ser considerada é a temperatura de entrada do ar no spray
dryer, pois ela determinara a temperatura de saida. Embora altas temperaturas de
entradas do ar favoregam a formagéo de uma membrana semipermeavel nas gotas,
elas podem ocasionar imperfeicdes na superficie do produto seco como rachaduras
que podem levar a liberacdo precoce de produtos, degradagdo de compostos
volateis e termossensiveis (JAFARI et al., 2008; CARMO; FERNANDES; BORGES,
2015). A temperatura de saida também pode ser controlada pelo fluxo de
alimentacdo, um fluxo mais alto acarreta uma temperatura de saida mais baixa
(MASTERS, 1985; RANKELL; SCHIFFMAN, 2001).

5.6.3 Otimizagcao da secagem dos extratos por aspersao (Spray Drying)

Neste trabalho foram avaliados, simultaneamente, comportamento das
variaveis independentes, concentragao de adjuvante, temperatura de entrada e fluxo
de alimentacéo, frente as variaveis respostas, rendimento, teor de volateis, atividade
de agua e teor de flavonoides, conforme o modelo experimental Box Behnken (33).
Os resultados dos 15 experimentos estao descritos na Tabela 18.
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Tabela 18: Matriz experimental do modelo Box Behnken (3%), rendimento e ensaios
de caracterizacdo dos extratos secos de partes aéreas de D. ambrosioides obtidos
por aspersao

N° (%?o’:‘o y TECC) (E/ﬁ) R (%) TV(%) AW F'a"‘(’(;‘)"des
1 25 120 04 35636 9,877 0427 9,173
2 50 120 04 37,063 8,143 0,448 5,595
3 25 160 04 25731 11,207 0,464 8,435
4 50 160 04 36,299 8107 0,431 8,263
5 25 140 0,3 30,454 11,147 0,445 6,602
6 50 140 03 35926 8,380 0,448 5,897
7 25 140 05 33,345 10,027 0,453 5,682
8 50 140 05 41,409 8510 0,424 11,763
9 375 120 0,3 32,992 9647 0,439 5,538
10 375 160 0,3 32,832 8027 0,403 6,905
11 375 120 05 55904 8823 0415 5,483
12 375 160 05 35872 8413 0,405 9,651
13 375 140 04 33312 8853 0,420 10,089
14 375 140 04 36192 9107 0,424 9,202
15 375 140 04 34,976 8693 0,419 8,142

Legenda: CA- concentracao do adjuvante; TE- temperatura de entrada; FA- fluxo de alimentagao; R-
rendimento; TV- teor de volateis; AW- atividade de agua.*porcentagem de Aerosil® em relagédo a
massa de sélidos totais. Condi¢cdes das secagens: didmetro do bico aspersor de 0,7 mm, fluxo do ar
comprimido 40L/min, pressao do ar comprimido de 4,0 Kg/F.

As anadlises de varidancia (ANOVA) e regressao linear multipla foram
verificadas em conjunto com a metodologia de superficie de resposta. A ANOVA
permite comparar a variagdo das repostas aos erros randémicos inerentes a
mensuragao dessas respostas e mensurar a significancia da regresséo usada para
prever respostas, de acordo com a variabilidade experimental (BEZERRA et al.,
2008). Na analise estatistica foi verificada que dos parédmetros analisados, a
atividade de agua demonstrou falta de ajuste (p=0,04), de modo que na Tabela 19

estédo descritos os efeitos mais relevantes e respectivas significancias.

Resultados e Discussdo 98



Tabela 19: Sumario dos efeitos das variaveis independentes e suas significancias
(ANOVA) sobre as respostas analisadas no planejamento Box-Benhken 32 para
obtencao de extrato seco de D. ambrosioides por aspersao

Parametro Rendimento. Teor de voléte.is Teor de FIavonoiFies
p efeito p efeito p efeito
1L 0,024708* 6,38275 0,0033* -2,55917 0,615268 0,406379
1Q 0,072976 2,63046 0,019836* -0,75861 0,568541 0,343181
2L 0,017109* -7,71525 0,337831 -0,18417 0,113655 1,866318
2Q 0,186945 -1,48604 0,103876 0,30972 0,206758 0,934779
3L 0,013897* 8,58150 0,654763 -0,07667 0,109400 1,909249
3Q 0,054579 -3,08729 0,294308 -0,15278 0,122179 1,315029
1L e 2L 0,087179 4,57050 0,081776 -0,68333 0,222789 1,703045
1L e 3L 0,464640 1,29600 0,784644 0,06500 0,073542** 3,393764
2L e 3L 0,020524* -9,93600 0,101010 0,60500 0,287459 1,400246
Faltade g 442957 - 0082078 - 0189142 -
ajuste

Legenda: *Nivel de significancia p < 0,05, ** p < 0,1. 1- concentragdo de adjuvante, 2- temperatura
de entrada, 3- fluxo de alimentacgéao, L- linear, Q- quadratica.

As variaveis, concentragdo de Aerosil® (1), temperatura de entrada (2) e fluxo
de alimentagdo (3) exerceram efeito linear significativo sobre o rendimento de
secagem. O modelo foi significante (p = 0,000133) e ndo demonstrou falta de ajuste
(p = 0,112957), apontou um coeficiente de determinagdo (r?) de 0,90884 e r?
ajustado de 0,74476. O efeito linear dos parametros foi observado na analise de
superficie de resposta, o rendimento é aumentado a medida que a concentragao de
adjuvante (Figura 25A e B) é elevada, o mesmo €& observado para o fluxo de
alimentagao (Figura 25C). Ja na temperatura de entrada (Figura 25A) é observado
um efeito linear negativo nas temperaturas mais baixas apresentaram menor
rendimento. Na analise estatistica foi observada uma relagédo significativa entre a
temperatura de entrada e fluxo de alimentagdo (Figura 25C), de modo que os
maiores rendimentos foram alcangados em temperaturas inferiores a 125°C e fluxo

de alimentacéao superiores a 0,44 L/h.
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Figura 25: Graficos de superficie de resposta para rendimento (A — C) em fungao

das variaveis independentes na obtengdo de extrato seco das partes aéreas de D.
ambrosioides por aspersao

(%) ouawipudy
(%) ouawipudy

(%) ojuawipuay

Legenda: (A) concentracao do adjuvante (%, p/p)* e temperatura de entrada (°C); (B) concentragao

do adjuvante (%, p/p)* e fluxo de alimentacdo (L/h); (C) temperatura de entrada (°C) e fluxo de
alimentacéo (L/h).*porcentagem de Aerosil® em relagdo a massa de sélidos totais.

A concentracao de Aerosil® exerceu efeitos lineares e quadraticos negativos
sobre o teor de volateis. O modelo foi significativo (p = 0,000042) e n&do demonstrou
falta de ajuste (p = 0,082978), apontou um coeficiente de determinagéo (r?) de
0,91515 e r? ajustado de 0,76242. Os graficos de superficie de resposta, descritos
nas Figuras 26 A e 26 B, sugerem que as condi¢cbes adequadas do teor de volateis

foram alcangadas em concentragcbes de adjuvante superiores a 30% da massa do
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teor de sdlidos do extrato, independente do valor do parametro analisado dentro do
intervalo estabelecido. Ja na Figura 26 C, os melhores teores foram alcangados nos
intervalos com fluxo de alimentacao superior a 0,4 L/h e temperatura inferior a 120°C
e fluxo de alimentacao inferior a 0,48 L/h e temperatura superior a 155°C, nao

evidenciando nenhum efeito significativo entre as variaveis individuais ou interagcao
entre elas conforme dados estatisticos da Tabela 19.

Figura 26: Graficos de superficie de resposta para teor de volateis (A — C) em fungao

das variaveis independente na obtencdo de extrato seco das partes aéreas de D.
ambrosioides por aspersao

(%) S121€10A 3p 1031
(%) S121€10A 3P 1031

(%) St21€10n 3P J03L

Legenda: (A) concentracdo do adjuvante (%, p/p)* e temperatura de entrada (°C); (B) concentragao

do adjuvante (%, p/p)* e fluxo de alimentagédo (L/h); (C) temperatura de entrada (°C) e fluxo de
alimentacgéo (L/h).*porcentagem de Aerosil® em relagdo a massa de solidos totais.
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O teor de flavonoides, expressos como equivalentes de rutina, nao
apresentou relagdes significativas para as variaveis, concentragdo de Aerosil® (1),
temperatura de entrada (2) e fluxo de alimentacao (3). Entretanto, a interagdo dos
parametros Aerosil® e fluxo de alimentagédo foi significativa (p=0,07) quando se
considerou o valor de p menor que 0,1. O experimento foi significativo (p = 0,001437)
e nao demonstrou falta de ajuste (p = 0,189142), apontou um coeficiente de
determinagao (r?) de 0,73323 e r? ajustado de 0,25303. Na analise de superficie de
resposta, conforme Figura 27B, foi observada uma relagdo significativa entre
concentragédo de adjuvante e fluxo de alimentagdo, indicando que os maiores teores
foram alcangcados em concentracdo de adjuvante superior a 30% e fluxo de
alimentagao superiores a 0,38 L/h. Nas Figuras 27A e 27C embora verifique boas
condicdes de extracdo de flavonoides nao se verifica possiveis efeitos das variaveis

analisadas.
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Figura 27: Graficos de superficie de resposta para flavonoides totais (A — C),
expressos como equivalentes de rutina, em fungdo das variaveis independentes na
obtencdo de extrato seco das partes aéreas de D. ambrosioides por aspersao
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Legenda: (A) concentracéo do adjuvante (%, p/p)* e temperatura de entrada (°C); (B) concentragao

do adjuvante (%, p/p)* e fluxo de alimentagédo (L/h); (C) temperatura de entrada (°C) e fluxo de
alimentacéo (L/h).*porcentagem de Aerosil® em relagdo a massa de sélidos totais.

Embora altas temperaturas de entrada possam gerar a degradagcdo dos
componentes do extrato, o parametro nado apresentou efeito significativo em relagéo
as variaveis observadas. No entanto, nota-se que os melhores teores de flavonoides
foram alcangados em temperaturas superiores a 130°C (Figuras 27 A e 27C), o que
estd de acordo com a analise termogravimétrica descrita na literatura, cuja

decomposicdo do marcador escolhido ocorre significativamente em temperaturas
superiores a 261°C (COSTA et al., 2002).
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5.5.4 Rendimento e caracterizagdo dos extratos secos obtidos nas condi¢cbes de

secagem otimizadas

As condicbes de otimizacdo foram determinadas a partir dos dados dos
graficos de superficie de resposta e fungédo geral de otimizagao descritos na Tabela
20, a uma desejabilidade de 0,739467. Em seguida foram comparados aos
resultados dos valores observados. As condigdes preditas para as variaveis
independentes foram: concentragdo de adjuvante 50% (p/p), temperatura de entrada
de 148°C, fluxo de alimentacéo 0,5 L/h.

Tabela 20: Valores preditos para otimizacdo do rendimento e dados de
caracterizagao do extrato seco obtido de partes aéreas de D. ambrosioides por
aspersao

Variaveis independentes Valores R (%) TV (%) TF (%)

Otimizadas
Concentracao adjuvante (% p/p)* 50
Temperatura de entrada (°C) 148 41,16 8,42 11,14
Fluxo de alimentacgéo (L/h) 0,5

Legenda: R- rendimento, TV- teor de volateis; TF- teor de flavonoides.*porcentagem de Aerosil® em
relacdo a massa de sélidos totais.

As condig¢des previstas pelo modelo foram validadas por meio da analise do
rendimento e caracterizagdo de 3 secagens para que a reprodutibilidade fosse
observada. Os dados da triplicata sdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21: Valores observados de rendimento e dados de caracterizagado do extrato
seco obtido de partes aéreas de D. ambrosioides por aspersao

Secagens Rendimento Tc’am: de Teor de flavonoides
(%) Volateis (%) (%)

1 46,14 7,12 9,68
2 47,31 7,46 8,86
3 46,04 7,64 8,97
Média 46,50 7,41 9,17
DPR 1,52 3,57 4,85
%* 112,97 87,97 82,32

Legenda: DPR: desvio padrao relativo; %* porcentagem em relagédo ao valor predito. Condi¢gdes das
secagens: didmetro do bico aspersor de 0,7 mm, fluxo do ar comprimido 40L/min, pressdo do ar
comprimido de 4,0 Kg/F; concentragado de adjuvante: 50% (p/p), temperatura de entrada de 148°C,
fluxo de alimentacédo: 0,5 L/h.
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Os resultados observados na triplicata demonstraram ser promissores quanto
ao modelo escolhido. O rendimento apresentou valor superior ao esperado, de
acordo com o Tonon e Brabet (2009) altas temperaturas de entrada contribuem para
o aumento do didmetro das particulas do extrato seco, logo a expansao do volume.
Embora para o teor de volateis tenha atingido 87,97% do valor predito € um bom
indicativo de qualidade, pois o extrato com menor umidade esta sujeito a menos

contaminacgdes. O teor de flavonoides apresentou valores satisfatérios ao modelo.

5.6.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Quanto a caracterizagao morfolégica das particulas do extrato seco obtidas
de partes aéreas de D. ambrosioides (Figura 28) verificaram-se a presenca de
estruturas aglomeradas compostas de graos individuais de superficie porosa unidos
por poeira submicrométrica do mesmo material, de tamanhos e formas variados. Os
formatos dos graos variavam de irregulares a esféricos e o tamanho de 1,4 ym a
particulas com dimensdes superiores a 22,7 ym de diametro.

A formagado de particulas pequenas é uma caracteristica da secagem em
spray dryer. O tamanho médio das particulas é influenciado pelo tipo de atomizacao
escolhida, viscosidade, condigbes de secagem, concentragdo e propriedades do
extrato. Quanto mais viscoso o produto a ser seco, maior o tamanho das goticulas,
logo das particulas formadas (MASTERS, 1985; JAFARI et al., 2008).

No extrato seco também foi observado que as esferas maiores eram
preenchidas por esferas menores (Figura 28F). Caracteristica que pode ser
explicada pela permeabilidade e elasticidade da superficie da esfera, gerando graos
com a superficie imperfeita ou fragmentada, sélidas ou ocas (OLIVEIRA;
PETROVICK et al., 2010).
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Figura 28: Fotomicroscopia eletrébnica de varredura de extrato seco de D.
ambrosioides A/B — fotomicrografia da 12 replicata; C/D - fotomicrografia da 22
replicata; E/F - fotomicrografia da 32 replicata.

x1,900 10pm x4,000 5um —————

x15,000 1pm —

x5,000 S5um

5.7 AVALIACAO DA TOXICIDADE DO EXTRATO SECO PADRONIZADO DE D.

ambrosioides EM Artemia salina

O extrato seco de D. ambrosioides e o Aerosil® ndo ocasionaram mortes de
artemias nas concentragdes testadas (2000, 1000, 500, 250 e 125 ug/mL). Em
decorréncia da auséncia de mortes nao foi possivel estimar a CLso, mas sugere-se

que esta acima das concentragbes analisadas. O estudo de Nguta et al. (2012)
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classifica que extratos vegetais com CL 50 superior a 1000 pg/ml sdo atéxicos
corroborando para classificacdo do extrato seco de D. ambrosioides como atoxico.
Estudo com extrato hidroalcéolico das partes aéreas de D. ambrosioides em
Artemia salina estimaram a CLso de 356,6pg/ml e 1.058ug/ml (SOUSA et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2017). O ascaridol, um dos compostos presentes no 6leo essencial
de D. ambrosioides é responsavel por diversas atividades biolégicas e toxicas da
planta, se degrada em altas temperaturas (CAVALLI et al. 2004). Como a secagem
do extrato ocorreu a uma temperatura de 150°C pode ter contribuido para a
auséncia de toxicidade do extrato. Pode-se sugerir que a auséncia de altas
temperaturas no preparo da amostra evita que os componentes presentes no oleo
essencial sejam volatilizados, o que torna possivel o calculo da CLso para D.

ambrosioides.

58 AVALIA(;AO DA TOXICIDADE ORAL AGUDA DO EXTRATO SECO
PADRONIZADO DE D. ambrosioides EM RATAS Wistar

Os sinais clinicos comportamentais apresentados pelos animais durante as
primeiras horas, evidenciados pelo screening hipocratico, apés a administragdo do
extrato foram: no grupo controle os animais apresentaram hiperatividade, diminuigéo
de resposta a pressdao da cauda, e comportamento compulsivo. Na dose de
300mg/kg observou-se dificuldade na respiragcao (hiperventilagdo), e reducédo de
resposta a pressédo da cauda. Na dose de 2000mg/kg observou-se nos primeiros 15
minutos que a respiragdo das mesmas estava ofegante, e persistiu a reducdo de
resposta a pressao da cauda. A persisténcia da analgesia da cauda em especial nas
doses maiores do extrato € explicada em parte pelas propriedades antinoniceptiva e
anti-inflamatéria da planta (IBIRONKE; AJIBOYE, 2007; TRIVELLATO-GRASSI et
al., 2013; CALADO et al., 2015).

Durante o ensaio ndo foram verificadas mortes dos animais nos grupos
estudados, nem mesmo durante a etapa de repeticdo do ensaio. De forma que o
extrato seco padronizado para flavonoides obtido de partes aéreas de D.
ambrosioides é classificado na categoria “5”, com DLso estimada entre 2000 a 5000
mg/Kg, de acordo com o guia n° 423 da OECD. Este guia considera DLso superiores
a 2000 mg/Kg como praticamente atdxicas, e ndo recomenda a continuidade do

experimento para a dose de 5000 mg/Kg. Uma vez que a dose é de dificil
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solubilidade e administracdo, além da necessidade de protegdo da vida animal
utilizada em laboratério (OECD, 2001).

Na analise estatistica ANOVA one way para o ganho de massa corporal nao
foi demonstrada interferéncia do tratamento sobre os grupos analisados (F2,15= 0,28;
p = 0,76). Para a ANOVA de medidas repetidas, quanto a massa corporal relativa,
também n&o foi demonstrado efeito do tratamento sobre os grupos (F2,15= 2,16; p =
0,15) e nédo apresentou interacdo significativa quando foi analisado o efeito do
tratamento sobre os dias (Fze,195 = 0,71; p = 0,85), 0 que pode ser notado na Figura

29. No entanto o fator dias demonstrou significativo no decorrer do ensaio (F13,195 =
79,44; p <0,01).

Figura 29: Gréafico de massa corporal relativa durante o experimento de toxicidade
oral aguda do extrato seco de D. ambrosioides em ratas Wistar
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Ao analisar o efeito dos tratamentos sobre o consumo de racdo, na ANOVA
unifatorial n&o foi constatada interacdo (Fz2,15= 0,80; p = 0,47). Ao avaliar o consumo
de racao relativo a cada 3 dias, a ANOVA para medidas repetidas ndo demonstrou
efeito do tratamento (F2,15 = 0,34; p = 0,71) e nem interagdo entre dias e tratamento
(Fseo = 0,79; p = 0,61). Entretanto o fator dias, analisado separadamente,

demonstrou ser significativo (F4.60 = 11,03; p < 0,01), conforme Figura 30.
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Figura 30: Grafico consumo de racgdo relativo a 3 dias durante o experimento de
toxicidade oral aguda do extrato seco de D. ambrosioides em ratas Wistar
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Na analise do consumo relativo de agua a cada 3 dias, em detrimento do
tratamento, a ANOVA unifatorial ndo foi significativa (F215 = 1,05; p = 0,37). Na
ANOVA para medidas repetidas ndo foi demonstrado efeito do tratamento (F2,15 =
0,85; p = 0,45), também nao houve efeito para o fator dias (F460 = 1,91; p =0,12), e
nem interacéo entre dias e tratamento (Fseo = 0,33; p = 0,95). Os resultados podem

ser visualizados na Figura 31.

Figura 31: Grafico do consumo de agua relativo a 3 dias durante o experimento de
toxicidade oral aguda do extrato seco de D. ambrosioides em ratas Wistar
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O grafico da média das massas de 6rgéos internos (rins e figado) dos animais
utilizados no experimento esta expresso na Figura 32. Na analise de massa relativa
dos 6rgaos, a ANOVA unifatorial ndo apontou diferengas entre os grupos para a
massa dos rins (F2,15=0,71; p = 0,50) e figado (F2,15 = 2,36; p = 0,13).

Figura 32: Grafico da massa dos rins (A) e figado (B) relativa durante o experimento
de toxicidade oral aguda do extrato seco de D. ambrosioides em ratas Wistar
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Na literatura ndo ha registros de ensaios de toxicidade de dose unica para o
extrato seco de partes aéreas de D. ambrosioides. No entanto trabalhos com
extratos aquosos e etanolicos de folhas de D. ambrosioides ja demonstram a
auséncia de toxicidade oral aguda em roedores para a planta (SILVA et al., 2014;
VALERIO et al., 2015).

Em ensaios de toxicidade subcrénica em camundongos, utilizando o extrato
hidroetandlico de folhas de D. ambrosioides, em que foram avaliados tratamentos
com doses de até 2.500 mg/Kg nao foram verificados sinais de toxicidade (PEREIRA
et al., 2010; VALERIO et al., 2015). J& no ensaio de toxicidade subcrénica com ratos
do extrato aquoso de folhas de D. ambrosioides com doses de até 3000 mg/Kg
verificou-se sinais de hepatoxicidade (SILVA et al.,, 2014). A toxicidade de D.
ambrosioides € vinculada a presencga do ascaridol no 6leo essencial da planta, que é
termossensivel (CAVALLI et al., 2004). Logo o processo de secagem em spray dryer
pode constituir uma alternativa para minimizar a toxicidade associada ao
componente. De modo que se fazem necessarios estudos mais conclusivos sobre a

segurancga do extrato em exposi¢ao prolongada.
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Por outro lado, os flavonoides avaliados no estudo n&o sofreram degradagao
com a temperatura do processo de secagem e nem influenciaram na toxicidade do
extrato seco, apesar de estarem concentrados, conforme demonstrado
anteriormente nos calculos do doseamento de flavonoides nas etapas de obtencgao
dos extratos etandlico e seco. A concentragdo de flavonoides certamente
potencializara as propriedades da planta associadas ao metabdlito, como atividades
anti-inflamatéria, antioxidante, antimicrobiana, antitumoral (LAY et al., 2014; PARHIZ
et al., 2015; RAJENDRAN et al., 2016; YAKOUB et al., 2018). De modo que séo

necessarios novos estudos que dimensionem o beneficio da técnica aplicada.
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CONCLUSOES

Os estudos de identificagdo botanica dos espécimes de Dysphania
ambrosioides (Sin.. Chenopodium ambrosioides) utilizados no presente trabalho
permitiram verificar que se trata de uma planta herbacea, de caule ramificado, folhas
alongadas e denteadas, inflorescéncia paniculada e frutos esféricos, compativeis
com a familia Amaranthaceae. A lamina foliar apresenta parénquima palicadico
dorsiventral caracteristico do antigo género Chenopodium e trés a cinco camadas de
parénquima esponjoso. A epiderme é anfiestomatica, com cuticula fina e tricomas
tectores e glandulares. Entre os tricomas glandulares destaca-se o tricoma glandular
de corpo curvado com glandula secretéria na célula distal, distintivo da espécie D.
ambrosioides.

Na caracterizagdo da droga vegetal foram determinados parametros para
controle de qualidade, como teor de volateis de 8,65% * 0,03, cinzas totais de
11,01% % 0,03, cinzas insoluveis em acido cloridrico de 0,54% % 0,03 e indice de
intumescéncia de 0,2 ml = 0,26. O perfil quimico do 6leo essencial revelou o
ascaridol e seus isbmeros como componentes majoritarios.

Para o extrato etandlico bruto de partes aéreas de D. ambrosioides, um
método analitico em cromatografia a liquido de alta eficiéncia para identificacéo e
doseamento do marcador rutina foi validado parcialmente quanto a seletividade e
linearidade, demonstrando-se promissor para a validagdo dos demais parametros.
Um método analitico espectrofotométrico foi validado para doseamento de
flavonoides totais, expressos como equivalentes de rutina, no extrato etandlico bruto
da planta, que atendeu os critérios legais, sendo um método rapido, barato e de facil
execucado. Embora o método néo tenha sido comparado a outros para doseamento
do teor de flavonoides, os resultados foram promissores quanto a sua utilidade na
quantificacado de flavonoides nesta planta.

O processo de extracido assistida por ultrassom foi eficiente na obtencao de
extratos etandlicos, das partes aéreas de D. ambrosioides, ricos em flavonoides.
Esse processo extrativo pode ser util nas etapas de controle de qualidade da droga
vegetal por permitir trabalhar em escalas menores, economizando solventes, além

de ser rapido e eficiente. O modelo experimental Box-Behnken (3%) aliado a
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metodologia de superficie de resposta contribuiu para demonstrar os efeitos das
variaveis, tempo de extragcado, teor etandlico e temperatura de extracdo, sobre o
conteudo de flavonoides extraidos. De modo que as melhores condicbes de
extracdo para as variaveis analisadas foram: tempo de extracdo de 60 minutos,
temperatura de 57°C e teor etandlico de 57% (p/p).

Para a producédo do extrato seco por aspersao (spray drying) as melhores
condigdes, dentro das variaveis estudas, foram: concentracdo de adjuvante
(Aerosil®) de 50% (p/p), temperatura de entrada de 148°C, fluxo de alimentac&o de
0,5 L/h. Na analise morfologica as particulas do extrato seco apresentaram formatos
e tamanhos variados, além de superficie porosa.

Quanto aos ensaios de toxicidade, no ensaio de toxicidade em Artemia salina,
o extrato seco foi considerado atéxico. No experimento de toxicidade oral aguda em
ratas, o extrato seco se enquadra na categoria “5”, de baixa toxicidade com DLso
entre 2000 a 5000 mg/kg. No entanto, ha necessidade de estudos de toxicidade
subcrdnica e materno-fetal para avaliar o impacto do uso prolongado do extrato.

Em suma, o estudo permitiu determinar parametros promissores quanto ao
desenvolvimento tecnoldgico de extratos padronizados das partes aéreas de D.
ambrosioides que serao uteis desde a etapa de coleta até o desenvolvimento de
fitoterapicos de alta qualidade. Os dados sido relevantes para a saude publica

brasileira, pois o0 SUS ja manifesta interesse em adotar a planta em seu sistema.
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ANEXOS

Anapolis, 04 de dezembro de 2017.
PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE

PESQUISA DO PROTOCOLO N. 006/2017

| - Finalidade do projeto de pesquisa:

Il - Identificagao:

Q Titulo do projeto:
Avaliacdo da toxicidade oral do extrato padronizado a partir de Chenopodium

ambrosioides (Amaranthaceae)

Q Pesquisador Responsavel/ Unidade:

Joelma Abadia Marciano de Paula

O Pesquisadores Participantes:
Vanessa Cristiane de Santana Amaral; Thais Moreira Silva Ferreira e Maria Patricia

Vilaca

O Unidade onde sera realizado:

Campus Anapolis de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas (CCET) da UEG.

Q Data de apresentagcao a CEUA:
07/08/2017

lll - Objetivos e justificativa do projeto:

Objetivo Geral

Desenvolvimento tecnolégico do extrato seco padronizado em ascaridol, das partes
aéreas de Chenopoidium ambrosioides L., e avaliagao da sua toxicidade.

Objetivos especificos e metas

1 Obtencéao e caracterizagdo da matéria-prima vegetal;

1 Estudo farmacogndstico e determinagéao dos parametros de qualidade

1 Desenvolvimento e otimizacdo do método de extracdo assistido por ultrassom do
ascaridol;

1 Desenvolvimento e validagdo de metodologia analitica por CLAE para a identificagao

e quantificagao de ascaridol nos diferentes extratos;
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1 Obtencado, padronizagdo e caracterizacdo fisico-quimica do extrato liquido
concentrado de C. ambrosioides;

1 Otimizag&o do processo de secagem em spray dryer, para obtengdo do extrato seco
de C. ambrosioides;

1 Padronizagao e caracterizacao fisico-quimica do extrato seco de C. ambrosioides;

1 Avaliacdo da toxicidade do extrato seco padronizado de C. ambrosioides sobre o
microcrustaceo Artemia salina;

1 Avaliagdo da toxicidade oral aguda do extrato seco padronizado de C. ambrosioides
em roedores;

1 Formagao de recursos humanos na graduagdo e pés-graduagao stricto sensu,
realizacdo de pedidos de patentes de produtos e/ou processos, divulgagdo dos

resultados em eventos cientificos e periddicos.

IV - Sumario do projeto:

O Discussao sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do
numero de animais:

O método empregado no presente estudo ja se configura como um método alternativo,

dentro dos preceitos de reducdo do numero de animais em experimentos dessa

natureza.

O Descri¢ao do animal utilizado (namero, espécie, linhagem, sexo, peso, etc):

Rattus norvegicus Wistar, 12 fémeas de 180 a 250g de peso.

U Espécie e numero total de animais utilizados:

Rattus norvegicus 12

0 Descricdao das instalagoes utilizadas e numero de animais/area/qualidade do
ambiente (ar, temperatura, umidade), alimentagao/hidratagao:
Neste biotério os animais serdo mantidos em gaiolas de polietileno e utilizados nos
experimentos apds um periodo minimo de quinze dias de adaptacao a este local. A
temperatura ambiente sera controlada em 22 + ou - 2 °C e a iluminacao artificial
mantida segundo um ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 7:00 h). Os
animais se alimentarao com ragao e agua ad libitum durante todo o estudo. Os animais
serao mantidos em caixas de polipropileno (41 cm de comprimento x 34 cm de largura x

16 cm de altura).

U Utilizacao de agente infeccioso/gravidade da infeccado a ser observada e

analise dos riscos aos pesquisadores/alunos:
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Os riscos aos pesquisadores incluem acidentes durante o manuseio dos animais e se
caracterizam, principalmente, por mordidas e arranhdes. Além disso, pode ocorrer
eventual contato com fluidos biolégicos (sangue, fezes, urina) e com reagentes durante

a preparacao do extrato.

0 Adequacao da metodologia e consideragdées sobre o sofrimento imposto aos
animais:

Com o intuito de promover o bem-estar dos animais eles permanecerdo acomodados
sempre em ambiente limpo, com maravalha, agua e ragéo ad libitum. O status corporal,
0 peso e 0 consumo de agua e ragao dos animais serdo avaliados diariamente para
analise das condi¢cbes de saude e decisdo da continuidade ou ndo do animal nos
experimentos, para diminuir a dor e o sofrimento, como também para melhorar a
qualidade dos resultados experimentais. O procedimento de manejo sera realizado por

pessoas bem treinadas para a execucgao dessas técnicas.

O Meétodo de eutanasia:

Descricao: Os animais serdo eutanasiados por meio da administracdo de uretana na dose letal de 5

mL/kg via intraperitoneal.

O Destino do animal:

Eutanasiados

IV — Comentarios do relator frente as orientagoes da CEUA:

0 Quanto a documentos:

Completo

U Quanto aos cuidados e manejo dos animais e riscos aos pesquisadores:
Todos os experimentos desse estudo estdo de acordo com as normas da Sociedade
Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA).

V - Parecer da CEUA:

Informamos que a Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA da
Universidade Estadual de Goias, apds analise, considerou APROVADO, o
projeto acima referido, o qual foi considerado em acordo com os principios
éticos vigentes, smj dessa Comissao.

O pesquisador responsavel devera encaminhar a CEUA/UEG, relatérios
da pesquisa, encerramento, conclusdo(des) e publicagao(bes) apds sua
conclusdo. Reiteramos a importancia deste Parecer Consubstanciado, e

lembramos que o(a) pesquisador(a) responsavel devera encaminhar a
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CEUA-PrP-UEG o Relatério Final baseado na conclusao do estudo e na

incidéncia de publicagdes decorrentes deste, de acordo com o disposto na
Lei n°. 11.794 de 08/10/2008, e Resolugcdo Normativa n°. 01, de 09/07/2010
do Conselho Nacional de Controle de Experimentagcao Animal-CONCEA. O

prazo para entrega do Relatorio € de até 30 dias apos o encerramento da

pesquisa, prevista para conclusao em 30/06/2018.

VI - Data da reuniao:

Reuniao realizada no dia: 04/12/2017

Prof. Dr. Walter Dias Junior
Coordenador da CEUA/UEG
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