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“Portanto, eu vos digo: pedi e recebereis; procural e encontrareis;
bate1 e vos serd aberto. Pois quem pede, recebe; quem procura,
encontra; e, para quem bate, se abrird. Sera que algum de vos que
¢ pai, se o filho pedir um peixe, lhe dard uma cobra? Ou ainda,
se pedir um ovo, lhe dard um escorpiao? Ora, se vos que sois
maus, sabeis dar coisas boas aos vossos filhos, quanto mais o Pai

do Céu dara o Espirito Santo aos que o pedirem!

(Lucas 11, 9-13)
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RESUMO

A utilizacdo de plantas medicinais no tratamento de diversas desordens fisiologicas € uma
pratica muito antiga, sendo repassada ao longo dos anos. A eficcia de uma determinada
planta deve ser comprovada, assim como também, a sua seguranca, para que a utilizacdo por
parte da populacdo seja baseada em evidéncias cientificas. Neste ambito, se torna necessario
estudar espécies vegetais com importancia farmacolégica, com a finalidade de caracteriza-las
qguimicamente, fisicamente e biologicamente. Assim, este trabalho teve como objetivo
caracterizar e padronizar os diferentes tamanho de particulas da droga vegetal proveniente das
cascas de Aspidosperma pyrifolium Mart., com a finalidade de se avaliar acdo bioldgica do
ch& produzido com a particula de melhor rendimento. As amostras obtidas apds separagdo dos
tamanhos foram denominadas APO1 (>355 um), AP02 (>180 um), AP0O3 (>155 pum), APO4
(>75 um) e APO5 (=38 um). Os pos foram avaliados de acordo com testes estabelecidos pela
Farmacopéia Brasileira para drogas vegetais. Foram utilizadas na caracterizacdo fisica e
quimica, técnicas termoanaliticas, como a andlise térmica diferencial (DTA) e
termogravimetria (TG), microscopica (microscopia optica), espectroscopia de infravermelho
proximo (NIR) e cromatografica (CLAE-UV). Através da termogravimetria foi possivel
observar 0s seus processos de decomposicao e utilizando o método de Flyn-Wall-Ozawa e
Kissinger-Akira-Sunose foi possivel determinar a energia de ativacdo de cada particula. A
citoxicidade das particulas foi avaliada atraves do teste da hemolise de eritrocitos. Os pos
obtidos com a tamisa¢do encontram-se dentro dos limites aceitaveis de qualidade para os
testes de umidade e cinzas. Os eventos térmicos ocorridos na DTA e na TG mostraram
diferencas em suas temperaturas de acordo com a distribuicdo granulométrica de cada
particula, assim como na sua energia de ativacdo. A guantidade de metabolitos extraidos
também foi influenciado pelo tamanho das particulas, bem como o percentual de hemolise.
Através do emprego de diversas técnicas analiticas empregadas foi possivel concluir que o
tamanho das particulas pode influenciar em parametros fisicos, quimicos e bioldgicos, sendo
de fundamental importancia padroniza-los, garantindo, de forma eficiente, a sua qualidade e
seguranca.

Palavras-chave: Técnicas termoanaliticas. Citotoxicidade. Granulometria. Pereiro



ABSTRACT

The use of medicinal plants in the treatment of various physiological disorders is a very old
practice, being passed on over the years. The efficiency of a particular plant must be proven,
as well as its safety, so that the use by the population is based on scientific evidence. In this
context, it is necessary to study plant species of pharmacological importance, with the purpose
of characterizing them chemically, physically and biologically. The objective of this work
was to characterize and standardize the different particle size of the vegetal drug from the
barks of Aspidosperma pyrifolium Mart., In order to evaluate the biological action of the tea
produced with the best yielding particle. Samples obtained after size separation were APO1 (>
355 um), AP02 (>180 pum), APO3 (>155 pum), AP04 (>75 pum) and AP0O5 (>38 pm). The
powders were evaluated according to tests established by the Brazilian Pharmacopoeia for
plant drugs. Differential thermal analysis (DTA) and thermogravimetry (TG), microscopy
(optical microscopy), near-infrared spectroscopy (NIR) and chromatographic (HPLC-UV)
were used in the physical and chemical characterization. Through thermogravimetry it was
possible to observe its decomposition processes and using the Flyn-Wall-Ozawa and
Kissinger-Akira-Sunose method it was possible to determine the activation energy of each
particle. Particle cytotoxicity was assessed by the erythrocyte hemolysis test. The powders
obtained with the sieving are within acceptable quality limits for the moisture and ash tests.
The thermal events occurring in DTA and TG showed differences in their temperatures
according to the particle size distribution of each particle, as well as its activation energy. The
amount of metabolites extracted was also influenced by the size of the particles as well as the
percentage of hemolysis. Through the use of several analytical techniques, it was possible to
conclude that the size of the particles can influence physical, chemical and biological
parameters, being of fundamental importance standardizing them, guaranteeing, in an efficient
way, their quality and safety.

Keywords: Thermoanalytical technigques. Cytotoxicity. Granulometry. Pereiro
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1 INTRODUCAO

ApOs passar anos esquecida, devido a ascencdo dos medicamentos de origem
sintéticos, a utilizacdo de plantas medicinais no combate a muitas enfermidades est4 sendo
resgatada, principalmente devido ao alto indice de reacBes adversas causadas pelos
medicamentos alopaticos. Estima-se que, aproximadamente 44% do atual arsenal terapéutico
foi desenvolvido através de produtos naturais (SPRENGER, 2011).

A enorme biodiversidade do territério brasileiro insere o pais em uma posi¢do
estratégica para o desenvolvimento e exploracdo racional e sustentada de produtos naturais
bioativos, uma vez que o Brasil tem a flora mais rica do mundo, com mais de 56.000 espécies
de plantas superiores, totalizando 19% da flora mundial. Porém, o potencial ndo explorado de
plantas como fonte de substancias bioativas ainda € enorme (PEREIRA, 2012).

Diante do conhecimento popular sobre as plantas medicinais, é de grande importancia
mostrar a populacdo informagdes que indiquem o uso adequado e efeitos com comprovacgéo
cientifica destes produtos, visto que as plantas medicinais da flora nativa do Brasil sdo
consumidas com pouca ou nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacologicas. As
analises preliminares ou avancadas se tornam importantes para caracterizar as substancias
presentes no controle de qualidade de um novo fitoterdpico (OLIVEIRA, 2016).

Com o intuito de estimular o crescimento da medicina tradicional dentro do sistema de
salde publica, o Ministério da Saude do Brasil (MS), estabeleceu a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), aprovada por meio do Decreto n° 5.813, de 22
de junho de 2006. O objetivo desta politica é garantir o uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos em todo o pais, bem como utilizar de forma sustentavel a biodiversidade
brasileira ao passo que busca expandir o desenvolvimento do Complexo Produtivo da Saude
(PIERRI, 2013).

A ANVISA publicou em 2010, a Resolucédo da Diretoria Colegiada (RDC), n° 10 de 9
de marco, que dispbe sobre a producdo, distribuicdo e uso de plantas medicinais,
particularmente sob a forma de droga vegetal. Os produtos contidos nesta RDC destinam-se
ao uso momentaneo (ndo prolongado), oral ou tépico, para o alivio sintomatico das doencas
relacionadas, devendo ser disponibilizados exclusivamente na forma de planta seca, rasurada
ou triturada, para o preparo de infusdes, decocgcOes e maceracdes, sendo vendidas de forma
livre, ndo sendo exigido prescricdo médica (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2010).
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De acordo com a RDC n° 14 de mar¢o de 2014, a droga vegetal € obtida a partir da
planta medicinal ou suas partes, que contem substancias responsaveis pela acdo terapéutica,
apos processos de coleta, estabilizacdo, quando aplicavel, e secagem, podendo estar na forma
integra, rasurada, triturada ou pulverizada (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2013).

A RDC 26/2014, estabelece o singificado de “cha medicinal” como sendo a utiliza¢do
da droga vegetal para fins medicinais, onde o mesmo é obtido através de infusdes, decoccao
ou maceragdo em agua pelo consumidor. Ou seja, esse termo sera utilizado para o produto que
antes era denominado, na RDC n° 10/2010, de “droga vegetal notificada” (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2014).

A familia Apocynaceae tem sido estudada extensivamente ao longo dos anos em
relacdo a citotoxicidade de componentes quimicos. A citotoxicidade proveniente de plantas
medicinais esta relacionada a presenca de moléculas bioativas, denominados de metabolitos
secundarios, como por exemplo, os alcal6ides. Estes compostos foram isolados de varias
partes de espécies da familia Apocynaceae, principalmente das sementes, cascas, folhas e
caules (RODRIGUEZ et al., 2008).

O género Aspidosperma (Apocynaceae) possui um grande numero de plantas que sdo
utilizadas pela medicina tradicional. A presenca, em sua constituicdo, de alcal6ides
(inddlicos) permite a sua utilizacdo no tratamento de diversas enfermidades. A Aspidosperma
pyrifolium Mart., conhecida popularmente como Pereiro, é amplamente utilizada no Nordeste
brasileiro devido a suas propriedades anti-inflamatorias, distarbios metabdlicos, como o
diabetes, contra alguns tipos de cancer, como anticontraceptivo, contra febre e reumatismo
(PEREIRA et al., 2006).

Devido a sua complexidade, a quantificacdo das matrizes vegetais é feita de forma
incompleta, pois na maioria dos casos, inexistem descricbes em compéndios oficiais ou
literaturas especializadas, para comparar com as matérias-primas, tornando o controle de
qualidade destes produtos um enorme desafio. Outro problema enfrentado no
desenvolvimento de um medicamento fitoterapico é distinguir qual composto bioativo
presente na matriz é responsavel pela atividade farmacologica, visto que, na maioria dos
casos, a atividade € proveniente do sinergismo entre varios componentes (LEAL, 2010).

Diante deste contexto, atualmente, ndo existem metodologias especificas para realizar
o controle de qualidade da planta Aspidosperma pyrifolium Mart., fazendo-se necessario o

desenvolvimento de metodologias analiticas que assegurem a qualidade e seguranca, sendo
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possivel atestar algumas de suas atividades farmacoldgicas, empregando esta matéria-prima

vegetal na producdo de chas medicinais.

2

2.1

OBJETIVOS

Geral

Realizar a caracterizacdo fisico quimica e bioldgica da droga vegetal produzida, a

partir das cascas de Aspidosperma pyrifolium Mart.

2.2

d)

f)

9)
h)

Especificos

Este trabalho pretende alcancar os seguintes objetivos especificos:

obter a droga vegetal e caracterizar os diferentes tamanhos de particulas;

avaliar a morfologia das diferentes particulas por microscopia Optica;

quantificar os metabdlitos secundarios das particulas, assim como determinar o seu
marcador quimiotaxonomico;

analisar fisico-quimicamente as particulas, utilizando técnicas termoanaliticas;
determinar a cinética de degradacdo das particulas produzidas;

avaliar a citotoxicidade das particulas com tamanhos diferentes;

selecionar a droga vegetal, que apresentar menor citotoxicidade;

realizar um fingerprint da droga vegetal escolhida que apresente menor citotoxicidade;
avaliar a atividade anti-inflamatdria (in vitro) e antioxidante da droga vegetal.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1  Politicas publicas acerca dos medicamentos fitoterapicos no Brasil

Em 2005, a fitoterapia foi incluida na Politica Nacional de Ciéncias, Tecnologia e
Inovagdo em Saude (PNCTIS), na perspectiva de incentivar pesquisas para o desenvolvimento
de novos produtos para o tratamento, prevencdo e promocdo a saude. Contudo, apesar do
crescente estimulo das politicas nacionais ao desenvolvimento e implementacdo ao SUS da
fitoterapia, ainda existem fatores que comprometem a sua implementacdo (BIAVATTI,
TORRES, 2011).

A auséncia de comprovacoes cientificas de eficacia dos compostos de origem naturais,
aliadas as dificuldades do controle fisico-quimico, farmacoldgico e toxicologico,
impulsionaram a substituicdo destes por moléculas sintéticas. Apés a década de 1960, a
industria farmacéutica perdeu o interesse na pesquisa de novas substéncias de origem vegetal,
por acreditarem que ja teriam isolado todas as principais moléculas. Entretanto, em 1980, 0s
avancgos técnicos e o desenvolvimento de novos métodos, permitiram maior rapidez na
identificacdo de matrizes complexas (ALVES, 2008).

Os produtos fitoterapicos, no Brasil, movimentam cerca de 5% do faturamento do
mercado farmacéutico. Sdo conceituados como produtos fitoterapicos, de acordo com a
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 14/2010, todo medicamento obtido,
exclusivamente, utilizando materia-primas vegetais, onde a sua eficacia e seguranca sdo
comprovadas por meio de levantamentos etnofarmacoldgicos de utilizagdo ou evidéncias
clinicas (LEAL, 2010; NUNES, 2014).

As normas sanitarias que regem o controle da qualidade dos produtos fitoterapicos no
Brasil, passaram por varias adequacdes. Foram estudadas as principais legislacdes
internacionais para o registro de fitoterapicos, como por exemplo, a legislacdo Européia,
juntamente com normas pré-estabelecidas pela ANVISA. Com base nesses dados, elaborou-se
uma proposta de republicacdo da norma brasileira para o registro de fitoterapicos, separando
os produtos em duas classes: Medicamentos Fitoterapicos (MF), para aqueles que apresentem
a comprovacao de seguranca e eficacia por meio de estudos clinicos e Produtos Tradicionais
Fitoterdpicos (PTF), para 0os que apresentem comprovacdo por meio do uso tradicional
(CARVALHO; GUTIERREZ, 2013).

De acordo com a RDC n° 26/2014, os medicamentos fitoterapicos devem manter a sua

constancia de qualidade. Sendo concebidos para utilizacdo sem a vigilancia de um médico,
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para fins de diagnostico, de prescricdo ou de monitoriza¢do. Tais produtos, ndo podem ser
empregados no tratamento de doencas ou distibios considerados graves, ndo podendo conter
materias-primas em concentracdes toxicas nem serem administradas por via injetavel e
oftdlmica (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2014).

O Ministério da Satde (MS), desde 1995 vem implementando uma série de medidas
para melhorar os produtos fitoterapicos comercializados no pais, principalmente nos centros
urbanos. Para que um produto fitoterapico seja implementado, este deve atender a normas
especificas de registro. Estas normas foram sendo aperfeicoadas ao longo dos anos, seguindo
a evolucdo cientifica e tecnologica do pais (CARVALHO et al. 2012; MARTINS;
BRANDAO, 2006).

Devido ao crescente interesse nos produtos fitoterapicos, o Ministério da Saude criou
em 2008, a PNPMF, implementado no Sistema Unico de Salde (SUS) e mais recentimente
divulgou uma Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de interesse ao SUS (Renisus), que
contém 71 plantas medicinais de interesse farmacolégico (MARQUES, 2011).

Os programas de fitoterapia no Brasil buscam incentivar o conhecimento tradicional
sobre as propriedades curativas de muitas plantas. Esses programas buscam a insercdo de
profissionais qualificados que irdo ficar responsaveis desde o processo de cultivo e da
producdo do fitoterdpico, até o diagnostico da doenca e prescricdo destes produtos.
(FRANICISCONI, 2014).

O objetivo da Politica e do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) é garantir o acesso seguro da utilizacdo de medicamentos fitoterapicos, ao mesmo
tempo que promove a utilizacdo sustentavel da biodiversidade. Este programa visa ainda,
aumentar as opgodes terapéuticas no Sistema Unico de Salide. Uma outra importante politica
que engloba a utilizacdo de fitoterapicos € a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC), que envolvem abordagens que buscam estimular os mecanismos
naturais de prevencao de agravos e recuperacdo da saude por meio de tecnologias eficazes e
seguras (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2014).

Visando o0 custo de desenvolvimento de produtos fitoterapicos, os paises
subdesenvolvidos, como o Brasil, oferecem terapias alternativas bastante promissora para a
populacédo, principalmente devido a vasta biodiversidade do pais. Desde a década de 80,
varios documentos vém sendo elaborados a fim de enfatizar o uso de fitoterapicos na atencéo
bésica no sistema de satde publica (SANTOS et al, 2010).
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3.2 Produtos tradicionais fitoterapicos (PTF)

Os produtos tradicionais fitoterapicos (PTF) sdo obtidos atraves do emprego,
exclusivamente, de matérias-primas vegetais, onde a sua eficacia ndo foi comprovada através
da realizacdo de testes clinicos, e sim, somente, através de levantamentos de dados
etnobotanicos. Os PTF possuirdo alegacGes de uso permitidas apenas para doencgas de baixa
gravidade. Os “chas medicinais”, utilizados por determinadas populagdes para o tratamento de
doengas, é considerado como um PTF (OLIVEIRA; ROPKE, 2016).

A utilizacdo de chas, produzidos com partes de plantas medicinais, sempre foi
empregada no combate e prevencdo de certas doencas, que vdo desde uma simples gripe até
doencas cronicas, como o cancer e algumas cardiopatias. A utilizacdo das plantas no
tratamento de doencas € uma pratica generalizada na medicina caseira, sendo resultado da
agregacdo dos conhecimentos que surgiram ao longo dos anos, construidos nas antigas
civilizagdes. Cerca de 80% da populacdo brasileira utiliza produtos a base de ervas, para o
tratamento de alguma desordem fisioldgica. Esta pratica apresenta influéncia da cultura
africana, indigena e européia (CANTARELLI, 2012).

As terapias medicamentosas utilizadas convencionalmente, geralmente sdo
acompanhadas de adjuvantes de origem natural. Erroneamente, a populacdo que faz uso de
plantas medicinais, na forma de chés, se deixam levar pela crenga de que “o que vem da
natureza ndo traz maleficios”, porém, a grande quantidade de compostos bioativos, podem
ocasionar reacOes indesejaveis, colocando a saude do consumidor em risco, sendo necessario
cautela em seu uso, desde a escolha da planta e a parte utilizada, até o modo de preparo dos
chés (SILVA; HAHN, 2011).

O modo de preparo, assim como também a quantidade de material utilizado na
preparacdo, e o tempo de fervura, diferem de uma planta para outra. Dependendo da indicacéo
do uso, a forma como a planta medicinal ser4 administrada também mudara, tudo isso com o
objetivo de alcancar esquemas terapeuticos benéficos ao consumidor (BRAGA, 2011).

Para algumas espécies que sdo classificadas como PTF, ja foram padronizadas
diversas informacgdes, como as vias de administracdo permitidas, listas de doencas graves que
ndo podem ser informadas para os mesmos, lista de espécies vegetais que ndo podem ser
utilizadas por possuirem risco toxico conhecido e uma lista de referéncias que podem ser
utilizadas para comprovacdo de tradicionalidade de uso. Porém, para que novas substancias
sejam enquadradas como produto tradicional farmacéutico, esta deve se adequar as exigéncias

estabelecidas pela resolucéo n° 26/2014.
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3.3  Metabolismo secundario de plantas medicinais

O metabolismo € definido como o conjunto total das transformacdes das moléculas
organicas, catalisadas por enzimas, que ocorre nas células vivas, suprindo o organismo de
energia. Essas rotas metabodlicas sdo utilizadas pelas plantas para aproveitar nutrientes e
suprimir as exigéncias energéticas das células (PEREIRA; CARDODO, 2012).

As plantas possuem dois tipos de metabolismo; o metabolismo primario e o
metabolismo secundario. O metabolismo primério € aquele que é dedicado a suprir
necessidades béasicas da planta, como sintese de celulose e agUcares, sendo primordiais a
sobrevivéncia da mesma. Os metabdlitos secundarios sdo biomoléculas sintetizadas pelas
plantas, que exercem a funcdo de protecdo contra predadores. Alguns conferem caracteristicas
fenotipicas, como cor, odor e sabor. Colaboram com a adaptacdo ao meio e a propagacdo da
espécie vegetal (ASSUNCAO, 2017).

O estudo da influéncia do meio ambiente na produgdo dos metabdlitos secundarios é
uma etapa preliminar importante que antecede a producdo de um produto fitoterapico. Fatores
sazonais, como temperatura e precipitacdo, condi¢cdes do solo e do proprio vegetal possuem
forte influéncia na atividade farmacoldgica final de uma determinada planta medicinal
(SAMPAIOQO, 2010), devido a transformagdes em suas estruturas, causando diferentes efeitos,
prejudiciais ou benéficos, dependendo do seu tipo, grupo funcional, propriedade quimica e
concentracdo no meio que esta atuando (SILVA, 2012).

O alto valor terapéutico observado devido a utilizacdo de plantas medicinais tem
chamado a atengdo dos pesquisadores que buscam novos metabolitos secundarios para o
desenvolvimento de novos medicamentos. Os produtos de origem natural tém demonstrado
seu enorme potencial como fontes de compostos bioativos com atividade anti-inflamatéria,
antinociceptiva, antiespasmddica, antimicrobiana, cicatrizante, antitumoral, antidiabética e
contra dislipidemias, dentre outras (MARQUES et al. 2011).

Alguns fatores externos irdo influenciar no aumento ou diminuicdo dos metabolitos
farmacologicamente ativos. E fundamental definir parametros para coleta, ou até mesmo qual
a parte da planta que sera utilizada, com a finalidade de se otimizar o processo extrativo e
reduzir custos na producdo do novo medicamento (CZELUSNIAK et al. 2012).

Cada espécie responde de forma diferente a estimulos externos, provenientes do meio
ambiente, dentre estes a luminosidade. Além disto, a variabilidade genética assim como o tipo
de fotossintese realizado pela planta ira determinar a concentracdo de metabdlitos ativos.

Trabalhos realizados sob protecdo do excesso de irradiacdo solar, tem sido desenvolvidos a
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fim de aumentar a produtividade do composto de interesse comercial (MEIRA; MARTINS;
MANGANOTTI, 2012).

O horario em que a coleta da planta vai ocorrer precisa ser adequado ao tipo de vegetal
e a parte que ird se utilizar. Por exemplo, a extracdo de 6leos essenciais das plantas devem
ocorrer em horérios de temperaturas baixas, no qual ocorra a menor evaporagdo possivel do
produto, sendo necessario um melhor conhecimento dos fatores que afetam a producdo de
6leos essenciais (SOUZA et al. 2011).

Dentre os biomas existentes no Brasil, a caatinga, bioma exclusivamente brasileiro,
tem chamado atencdo dos pesquisadores, que concentram suas pesquisas em torno dos
metabdlitos secundarios produzidos por algumas espécies endémicas dessa regido. Esses
compostos sdo altamente bioativos, e muitos medicamentos tém como origem moléculas

organicas procedentes dessas substancias (VIANA, 2015).

3.4  Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae compreende cerca de 1500 espécies, com cerca de 424
géneros. Estdo distribuidas nos trépicos e subtropicos, sendo menos frequentes nas regides
temperadas. Cerca de 32 géneros dessa familia, sdo encontrados na floresta amazonica
(AQUINO, 2010). Apresentam grande variabilidade morfolégica em seus 6rgdos florais,
apresentando vasos lactiferos, onde os produtos do seu metabolismo sdo utilizados devido as
suas propriedades farmacologicas (SANTOS, 2016).

Dentre 0s géneros com maior nimero de espécies estdo a Aspidosperma com 20
registros, seguidas de Himatanthus com nove e Rauvolfia com seis registros. De acordo com
dados etnobotanicos, as plantas dessa familia podem ser utilizadas com diversas finalidades,
onde a parte mais utilizada desses vegetais sdo as cascas (SANTOS et al. 2013).

As arvores possuem porte regular, que podem atingir em média uma altura entre 7 e 8
metros. As folhas possuem um formato oval e suas flores s&o de cor clara, o fruto possui uma
coloracdo castanho-clara, com pequenas verrugas de cor cinza, que comporta cerca de 5
sementes, sendo a dispersdo feita através do vento. A madeira possui uma cor clara,
moderadamente pesada e é considerada bastante resistente (VIANA, 2015).

Destaca-se a importancia desta familia como fonte de moléculas bioativas com
utilidade na medicina moderna. Varias substancias foram isoladas do género Aspidosperma

abrangendo moléculas com atividade farmacoldgicas distintas. Os alcaldides estdo presentes
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nesta familia em grande quantidade, sendo a classe de metabdlitos mais abrangente, onde

muitos destes possuem grande aplicacdo na medicina atual. (ANES, 2009).
3.4.1 Aspydosperma sp

Em 1951, o género sofreu uma revisdo sistematica, haja vista que espécies distintas
vinham sendo classificadas com 0 mesmo nome. Esta revisdo agrupou 52 espeécies, entretanto,
ainda existiam controvérsias quanto ao nimero exato de espécies que constituiam este género.
Em 1987 Bolzani prop6s uma nova classificacdo das espécies deste género, compreendendo
48 espécies em oito séries: Rigida, Nitida, Quebrachines, Polyneura, Pyricolla, Nobile,
Macrocarpa e Tomentosa, levando em consideracdo 0s aspectos quimiotaxonémicos
(OLIVEIRA et al. 2009).

As espécies do género Aspidosperma sdo caracterizadas quimicamente pela ocorréncia
de alcaloides inddlicos monoterpénicos. Esta classe de alcaldide é conhecida pela presenca de
derivados do triptofano, o qual possuem um nucleo inddlico (figura 1), responsavel por
promover alteracGes fisioldgicas relevantes e potentes casos de intoxicaces, sendo
considerada uma das espécies mais toxicas da caatinga (GOMES, 2011; AQUINO; FALCAO;
ALMEIDA-CORTEZ, 2017).

Figura 1 - Nucleo inddlico
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Fonte: Préprio Autor, 2018.

E atribuido aos alcaldides inddlicos presentes no género Aspidosperma, uma larga
aplicacdo terapéutica, despertando nos pesquisadores, a necessidade de uma investigacdo mais
apurada da correlacdo entre as atividades terapéuticas, com a sua presenca neste género
(OLIVEIRA et al. 2009).

A presenca de compostos nitrogenados, como a aspidrofractina, 15-demetoxipirifolina
e 15-formilaspidofractin, obtidos do extrato da casca do caule de Aspidosperma pyrifolium
mostraram-se eficientes sobre a mortalidade de larvas de Plutella xylostella (SANTQOS, 2017).

Trindade et al. (2008a) relataram resultados significativos com o uso dos extratos etanolicos
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da casca, do caule, do fruto e da raiz de A. pyrifolium sobre larvas de Plutella xylostella e
ainda Torres (2006) demonstrou o potencial larvicida do extrato aquoso da casca do caule de
A. pyrifolium sobre esse mesmo inseto. Trindade et al. (2016) relataram o eficiente efeito
ovicida sobre Diatraea saccharalis tratadas com extrato etanolico da casca do caule de A.
pyrifolium, e acdo repelente sobre o parasitoide Trichogramma galloi tratadas com este
mesmo extrato.

O género Aspidosperma subincanum, conhecido popularmente como guatambd,
utilizado na regido de Goids-GO por diversos raizeiros devido as suas atividades
antidiabéticas e no tratamento da hipercolesterolemia. Estudos conseguiram elucidar a
estrutura de alguns alcaldides inddlicos, tais como, Matidina, Elipticina, Olivacina, N-
Metilolivacina, 3,4-Diidrolivacina, 1,2-Diidropiridocarbazol, 1,2-Diidrolipticina,
Subincanina, (+)-Uleina, 3-epi-Uleina, Dés-N-Metiluleina (BERNARDES, 2012).

Na Aspidosperma vargasii, foram isoladas substancias do grupo das olivacinas e
elipticinas, estas por sua vez, apresentam uma promissora atividade citotoxica frente a
diferentes linhagens de células tumorais, com efeitos colaterais reduzidos e auséncia de
efeitos hematoldgicos (MONTOIA, 2013).

A Aspidosperma marcgravianum Woodson (Apocynaceae) é conhecida popularmente
como carapanaiba. Na regido do amazonas, o infuso de suas cascas € utilizado para tratar
maldria, diabetes, disfungdes intestinais, inflamacdes do Utero e do ovario, contra cancer, e
como contraceptivo. Dentre os seus constituintes, encontram-se alcaldides do tipo inddlico
(VILHENA, 2012).

3.4.2 Aspidosperma pyrifolium Mart.

O género Aspidosperma pyrifolium Mart. € encontrado entre a Argentina e o México.
No Brasil, € conhecida popularmente por Pereiro, sendo encontrada principalmente no
semiarido nordestino (figura 2). Toda a planta é marcada por um sabor amargo intenso. Essa
caracteristica organoléptica facilita o seu reconhecimento em periodos secos, totalmente
desfolhadas e sem frutos (LINS, 2016).
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Figura 2 - Aspidosperma pyrifolium Mart., uma espécie endémica do bioma caatinga

Fonte: Adaptacdo de (www.mundoeducacao.bol.uol.com.br/geografia/caatinga.htm)

O pereiro possui varias utilizacdes, além da utilizacdo de sua madeira para servicos de
carpintaria, € utilizada para fazer carvao, cercas e lenha. Pode servir como planta ornamental,
por ser uma arvore de pequeno porte, e pela beleza da sua copa, sendo empregada também, no
paisagismo de diversos lugares. E bastante utilizada na recuperacdo de areas degradadas,
inclusive em matas ciliares. Devido sua importancia ecoldgica e adaptacdo as mais severas
condicgdes de seca e solos rasos ou pedregosos, € uma das poucas espécies indicadas para a
recuperacao de areas em processo de desertificacdo (COSTA, 2015).

E utilizada na medicina popular, devido as suas propriedades anti-inflamatorias,
principalmente no trato genito-urinario, algumas dermatites, dor de estémago, cdlicas,
coceiras e diarréias. Possui ainda, propriedades sedativas, uma vez que, os acaloides inddlicos
agem, provavelmente, sobre o0s receptores opiaceos, GABAEérgicos, muscarinicos,
serotoninérgicos e dopaminérgicos (VIANA 2015; LINS, 2016). Na medicina popular,
infusbes das cascas do género Aspidosperma pyrifolium, sdo comumente utilizadas no
tratamento de varias enfermidades, como leishshmaniose, febre, tratamento do céncer e
reumatismo (MONTOIA, 2013).

Vaérios alcalbides foram isolados da espécie Aspidosperma pyrifolium, encontradas nas
regides da Bolivia. Dentre eles estdo: (-)-vincadiformina, O-demetilpalosina, haplocina,
formilaspidospermina, acuamicina e tubotaivina. Destancando-se a aspidospermina, uma
substancia com atividade antagonista dos receptores adrenérgicos, sobre os tecidos
urogenitais, sendo utilizada no tratamento de hiperplasia prostatica benigna (HPB) e
disfuncdo erétil (LIMA, 2015).


http://www.mundoeducacao.bol.uol.com.br/geografia/caatinga.htm

25

3.5  Técnicas analiticas utilizadas na caracterizagdo de plantas medicinais

O controle de qualidade de produtos naturais difere para cada materia-prima. No caso
da droga vegetal, sdo exigidos testes especificos, como por exemplo, identidade boténica,
apectos organolépticos, umidade, cinzas, presenca de material estranho como, micro e macros
contaminantes, incluindo fungos, bactérias, micotoxinas e metais pesados. Deve ser ainda
informado o local de coleta, andlises qualitativas e quantitativas dos biomarcadores
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2015).

Uma das etapas de desenvolvimento de um fitoterapico consiste no emprego de
métodologias analiticas para quantificacdo e controle dos marcadores quimicos e
farmacologicos, presentes tanto na matéria-prima vegetal quanto no produto intermediario e
final. Esses métodos compreendem requisitos indispensaveis ao registro desses produtos no
Brasil, tendo em vista que permitem a avaliacdo de sua qualidade, eficacia terapéutica e
seguranca (MARQUES et al., 2012).

A existencia de inimeros constituintes quimicos dificulta o controlo de qualidade dos
fitoterapicos, havendo variacbes entre os lotes de um mesmo medicamento. Além da
dificuldade na caracterizacdo de todas as substancias presentes, um outro problema é a
impossibilidade de distinguir qual substancia esta sendo responsavel pela atividade
farmacoldgica (LEAL, 2010).

A induastria de medicamentos fitoterapicos, busca padronizar a quantidade e a forma
certa que estes produtos devem ser usados, auséncia de contaminagdes por microorganismos,
agrotoxicos e substancias estranhas, além de garantir a sua qualidade e os seus efeitos
terapéuticos. A incorporagdo de materias-primas fraudulentas pode ocorrer através de
ingredientes sem nenhuma atividade terapéutica (NUNES, 2014).

A Association of Official Analytical Chemists define como materiais estranhos,
quaisquer material estranho no produto associados a condi¢des ou praticas inadequadas na
producéo, armazenamento ou distribui¢do, podendo ser citados como exemplos, areia, solo,
vidro, ferrugem, ou outras substancias. Podendo haver, também, a adicdo de substancias com
0 intuito de mascarar sabores, como a adi¢cdo do acucar. A RDC n° 175 de 8 de julho de 2003,
define dois tipos de contaminantes, 0s matériais macroscopicos, sendo aqueles que podem ser
detectados por observacéo direta (olho nu) sem auxilio de instrumentos Opticos e 0s matériais
microscépicos, sendo aqueles que sdo detectados com auxilio de instrumentos &pticos
(SANTOQOS, 2012).
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Alguns métodos de controle de qualidade de algumas plantas medicinais, ja validados,
estdo presentes em compéndios oficiais, como por exemplo, na Farmacopéia dos Estados
Unidos, e Farmacopéia Brasileira, que por sua vez, inclui 44 monografias de plantas
medicinais na sua maioria ndo nativas do Brasil. Em 2004, a Resolucdo n° 48, que dispde
sobre o registro de medicamentos fitoterapicos e, entre outros pontos, abrange as etapas de
controle de qualidade da droga vegetal, do produto acabado e da importacdo de produtos
fitoterapicos, foi aprovada (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).

As técnicas analiticas que estdo disponiveis atualmente permitem avaliar a qualidade
dos constituintes quimicos, de forma a garantir a sua identificagcdo, constancia e seguranga na
sua utilizacdo. A avaliacdo quantitativa e qualitativa envolve a utilizacdo de diversas técnicas,
que sofreram alteracdes ao longo dos anos, principalmente devido aos avancos tecnolégicos
ocorridos no mundo (ASSUNCAO, 2018).

3.5.1 Técnicas termoanaliticas

A analise térmica abrange um conjunto de técnicas nas quais uma propriedade fisica é
medida enquanto a amostra € submetida a um programa controlado de temperatura.
Recentemente, a Confedaration of Thermal Analysis and Calorimetry (ICTAC), estabeleceu
um novo conceito, no qual afirma que “Analise Térmica (TA) € o estudo das relagcbes entre
uma propriedade da amostra e sua temperatura, enquanto a amostra € aquecida ou resfriada de
maneira controlada” (NETO, 2013).

As vérias aplicac@es torna a analise térmica aplicavel em vérios dominios cientificos e
tecnoldgicos, principalmente nas areas de Ciéncias Naturais, como: Quimica, Geociéncias, e
Ciéncias Bioldgicas (BANNACH et al. 2011).

Tais técnicas permitem obter informagdes a respeito da variacdo de massa,
estabilidade térmica, grau de hidratacdo, pureza, temperaturas de sublimacdo, temperatura de
fusdo e ebulicdo, calor especifico, diagramas de fase, cinética de reacdo, investigacoes
cataliticas, transicdo vitrea, etc. As mais utilizadas sdo: termogravimetria (TG), analise
térmica diferencia (DTA) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC) (RDRIGUES, 2015).

De acordo com Paula et al. (2014), as técnicas termoanaliticas podem ser utilizadas na
sintese de novas substancias, uma vez que, durante o aquecimento das amostras, pode haver a
formacdo de produtos intermediarios. Para uma técnica ser considerada termoanalitica, ela
deve obedecer a alguns critérios:

v" Uma propriedade fisica deve ser medida.
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v' Essa medida deve ser expressa, direta ou indiretamente, em funcdo da
temperatura ou do tempo.

v Deve ser utilizado, na analise, um programa de temperatura controlado.

3.5.2 Termogravimetria (TG)

A termogravimetria € uma técnica em que a perda ou ganho de massa de uma amostra
é medida como funcdo da temperatura ou do tempo enquanto a amostra é submetida a uma
programacdo controlada de temperatura. A termobalanca permite a realizacdo da analise
termogravimétrica sob as mais variadas condi¢des experimentais (MORAIS, 2011).

A TG é utilizada para medir a variacdo de massa em funcdo da temperatura em uma
atmosfera controlada sob um programa de aquecimento. Para fins farmacéuticos, seu uso é
descrito na caracterizagdo, determinacdo de pureza e de umidade, identificacdo de
pseudopolimorfismo, na avaliagdo da estabilidade de farmacos e medicamentos e em estudos
de cinética de degradacdo (OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011).

As analises termogravimétricas podem ser conduzidas de duas formas, isotérmicas e
ndo-isotérmicas. As analises isotérmicas no qual o material é aquecido até uma determinada
temperatura, permanecendo por um determinado tempo, sendo possivel obter medidas de
tempo e perdas de massas. Ja as analises ndo-isotérmicas ou dindmicas, as amostras sdo
submetidas a um programa controlado de temperatura constante, para obtencdo de dados de
perda de massa, tempo e temperatura (CHEN et al., 2012).

Os modelos dindmicos tem atraido muita atengdo, uma vez que possui a capacidade de
investigar uma gama de temperaturas de forma eficiénte. Para esta metodologia, sdo
empregadas termobalancas modernas, garantindo que nenhuma das temperaturas sejam
omitidas. Uma das desvantagens € a grande sensibilidade & ruidos, diminuindo a
confiabilidade dos pardmetros cinéticos empregados (WHITE et al. 2011).

A primeira termobalanga foi construida em 1915, pelo professor Kotaro Honda. As
termobalancas atuais, sdo constituidas por um forno, com temperatura controlada, um sensor
de temperatura, denominado termopar, uma balanca de alta precisdo, capaz de detectar
pequenas quantidades de massas, e um sistema controlador, que registre todo 0 processo
(FERNANDES, 2014).

Fatores relacionados tanto a amostra quanto ao instrumento utilizado na anélise,
podem influenciar nas curvas TG. Os fatores instrumentais que afetam significativamente as

analises termogravimétricas sdo: razdo de aquecimento do forno, atmosfera do forno,
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geometria do suporte de amostras e do forno. Ja os fatores relacionados as caracteristicas da
amostra pode-se citar: tamanho de particulas, quantidade de amostra, solubilidade dos gases
liberados, calor de reacdo, natureza da amostra e condutividade térmica da amostra. Por estas
razes, 0 analista precisa se deter a todos os detalhes, com a finalidade de se obter curvas
robustas (MENDONCA et al., 2014).

3.5.3 Analise térmica diferencial (DTA)

A DTA ¢é uma técnica na qual é medida a diferenca de temperatura entre a amostra e
uma substancia de referéncia (inerte), quando ambas sdo submetidas a um programa
controlado de temperatura. Mudancas da temperatura da amostra sdo ocasionadas pelas
transicOes ou reacOes entélpicas (endotérmica ou exotérmica) devido a mudancas de fase,
fusdo, vaporizacdo, reacOes de desidratacdo, oxidacdo, reacdes de reducdo entre outras.
Durante as variagdes fisico-quimicas, as mudancas de temperaturas sdo detectadas utilizando
o método diferencial (MOTHE; LEITE; MOTHE, 2008).

Uma curva tipica de DTA mostra diferentes tipos de transicdes. Reacdes de transicdo
de segunda ordem, detectada pela mudanca horizontal na linha de base, pico endotérmico
(causado pela fusdo ou transicdo da fusdo) e picos exotérmicos (devido a reagdes de
decomposi¢do). Como a area do pico é proporcional & mudanga de calor envolvido, a técnica
pode também ser (til para determinar o valor do calor de reagdo (MOTHE, 2009).

As técnicas TG e DTA podem ser realizadas no mesmo equipamento, sendo possivel
obter curvas simultdneas das duas técnicas. Uma técnica € dita simultdnea, quando duas

técnicas sdo aplicadas ao mesmo tempo sob uma mesma amostra (PEREIRA, 2013).

3.5.4 Estudo cinético por termogravimetria

As técnicas termogravimétricas estdo sendo largamente utilizadas na obtencdo de
estudos cinéticos, principalmente na area farmacéutica. O conhecimento da cinética e do
provavel mecanismo de decomposicéo térmica de solidos, bem como sua energia de ativacao,
constitui-se uma ferramenta importante na determinacdo de parametros cinéticos (PAULA,
2014).

As substancias quando sdo submetidas a algum tratamento térmico sofrem
transformacGes quimicas ou fisicas (fusdo, recristalizacdo, decomposicdo). Na maioria das

vezes, estas transformacgdes podem ocorrer abaixo do ponto de fusdo. Alguns materiais
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apresentam estabilidade térmica, quando submetidos a um determinado estresse térmico. A
estabilidade térmica necessita ser considerada em termos do ambiente imposto ao material e
das funcdes que ele deve executar (ZANATTA, 2012).

Arrhenius sugeriu que para uma determinada reacdo ocorra, as moléculas reagentes
precisam ser ativadas. Assim a energia de ativagdo representa a energia que as moléculas tém
que adquirir para ser capaz de desenvolver a reagdo, sendo que 0 aumento na temperatura
eleva a ativacdo das moléculas. O principal objetivo da modelagem da cinética é obter os
parametros cinéticos: energia de ativacdo (Ea), fator pré-exponencial (A) ou fator de
frequéncia e 0 mecanismo de reacao, f (a), os quais podem incluir outros parametros, como a

ordem de reacdo (n), representados na equagéo 1 (NAVARRO, 2015):

—Ea
k' T = Aexp RT (1)

Onde: k (T) é a constante de velocidade da reacéo.

A definicdo da constituicdo do mecanismo de reagdes da decomposicdo térmica dos
elementos sdlidos se faz necessario, pois estes necessitam de tais informagfes para que sejam
usados apropriadamente na indastria, nos materiais da construcdo civil, nos o&xidos
catalisadores e em metais de alto grau de pureza. Assim, é necessario classificar 0s processos
para adequar 0s meios e 0S mecanismos que podem ser utilizados durante o processo de
transformacédo. As transformacdes que ocorrem em materiais no estado sélido sdo realizados
por meio da solucéo de equagdes (MANOZZO, 2016).

A técnica da termogravimetria pode ser realizada de trés formas: isotérmica,
parcialmente isotérmica e ndo-isotérmica. A analise ndo-isotérmica apresenta vantagem sobre
as outras metodologias, pois as analises isotérmicas apresentam uma rampa de aquecimento
no inicio do experimento, além disso no caso de processos que envolvem reacles exotérmicas
é dificil manter a temperatura constante (LOPES, 2016).

Os modelos isoconversionais utilizam uma abordagem integral ou diferencial na
determinacéo dos parametros cinéticos. Na utilizacdo de modelos integrais, 0s erros sdo mais
frequentes, principalmente os que estdo relacionados a aproximagdes sucessivas, sendo
necessaria a utilizacdo de valore integrais de temperatura. Os métodos diferenciais nédo
utilizam valores integrais de temperatura, onde os parametros cinéticos sdo calculados
diretamente. A desvantagem do método diferencial é a sua susceptibilidade a ruidos (WHITE
etal., 2011; CARVALHO, 2016).
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Os métodos de modelos livres ndo-isotérmicos (“model free”), também sdo
empregados no calculo de parametros cinéticos das reacfes. Podemos citar o método de
Flynn-Wall-Osawa e o de Kissinger-Akira-Sunose, gque exigem um conjunto de testes
experimentais como diferentes taxas de aquecimento, permitindo determinar os parametros
cinéticos sem conhecer os mecanismos de reagdo (FERREIRA, 2012).

O método de Flynn-Wall-Ozawa (FWQ) é um método de isoconversdo, baseado no
modelo livre (“model free”), relativamente simples e permite determinar a energia de ativacao
a partir dos dados termogravimétricos ndo-isotérmicos obtidos em diferentes razbes de
aquecimento, sem um conhecimento prévio da fracdo de conversdo de massa e do fator de
frequéncia (FERREIRA, 2012; NUNES, 2013).

Kissinger em 1957 adotou como técnica, integrar uma sucessdo de partes 0 que gera
uma equacao que representa a temperatura maxima que indica a taxa de perda de massa.
Desta forma, pode-se determinar a energia de ativacdo quando atinge o ponto maximo e a sua
taxa de reacdo conforme decorre das diferentes temperaturas. Esse método possui como
vantagens nao apresentar limites no namero de etapas (MANOZZO, 2016).

A decomposi¢cdo térmica de uma determinada substancia dependerd de sua
constituicdo e estrutura, assim como também das condi¢cbes do ambiente o qual estara
inserida, como: temperatura, taxa de aguecimento, pressao, tamanho da particula, atmosfera
gasosa e presenca de cinzas e minerais. A atmosfera gasosa empregada no sistema pode ter
impacto significativo no comportamento da decomposicdo térmica. Normalmente, as
atmosferas gasosas mais empregadas na termogravimetria sdo as inertes e as oxidantes. Os
gases mais utilizados para atmosfera inerte sdo: nitrogénio (N2) e hélio (He), e para 0s meios
oxidantes sdo: oxigénio (O;) e vapor d’agua (WHITE et al., 2011; BARONI, 2015).

Para que ocorra uma melhor transferéncia de calor e massa é preciso garantir que estes
ndo influenciem na cinética da decomposicdo, sendo indicadas na literatura taxas de
aguecimento menores que 20 °C min™ e empregadas no minimo trés taxas de aquecimento
(VYAZOVKIN et al., 2014).

O tamanho da particula apresenta grande influéncia nos processos de transferéncia de
calor, sendo, portanto, um importante parametro a ser controlado. Para obter aquecimentos
rapidos e evitar gradientes de temperaturas entre a superficie e o centro da particula é
apropriado trabalhar com particulas pequenas (VAN DE VELDEN et al., 2010).
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3.6 Técnicas espectroscopicas

3.6.1 Espectroscopia no infravermelho proximo (NIR)

Em 1800, o astronomo alemao Frederick William Herschel, ao estudar a relagéo entre
as cores do espectro e o calor produzido, utilizando um termémetro, descobriu os primeiros
sinais de absorcdo na regido do infravermelho. Herschel postulou uma banda visivel de luz
pertencente ao vermelho, ao qual denominou de infravermelho, sendo posteriormente
denomonada de infravermelho proximo (Near Infrared — NIR) (BREITKREITZ, 2013).

A espectroscopia na regido do infravermelho, representa uma ferramenta de
inestimavel valor para a implementacdo de rotinas de analise, em funcdo de caracteristicas
como baixo custo, tanto instrumental quanto operacional, rapidez e ndo necessidade de
operac@es de abertura e solubilizacdo de amostras. Por estes motivos, métodos fundamentados
em espectroscopia no infravermelho tornam-se populares na indlstria e na pesquisa,
crescendo substancialmente como técnica de controle de qualidade na industria farmacéutica
(MALUF et al., 2010). Para as regifes que compreendem o NIR, pode-se utilizar amostras
nos mais diversos estados (gases, sdlidos, liquidos, sistemas binarios e terciarios, amostras
semi-solidas, etc) para se analisar, ndo sendo gerados sub-produtos toxicos durante todo o
procedimento (NETO, 2012).

A radiacdo na regido do infravermelho préximo, estd compreendida entre 12.800 a
4.000 cm™, possuindo as mesmas propriedades da luz visivel, porém ndo pode ser percebida
pela visdo humana. A espectroscopia consiste num método analitico, no qual se podem
estudar as interagGes de radiacGes eletromagnéticas com as moléculas. A interacdo entre dois
atomos nas moléculas, correspondem a diferentes tipos de energias. Para que tenha absorcéo
no infravermelho, as moléculas necessitam ser diatdmicas, heteronucleadas ou poliatémicas
para poderem ser excitadas vibracionalmente e para que se verifique alteracdo do seu
momento dipolar (LEITAO, 2012).

Nos Ultimos anos, o emprego da andlise no infravermelho préximo ganhou ampla
aceitacdo na industria farmacéutica. Para garantir a identidade de cada recipiente, é possivel
utilizar-se das vantagens da técnica espectroscopica de infravermelho préximo, como rapidez
e identificacdo ndo destrutiva, sem a necessidade de amostragem, podendo identificar a
matéria-prima diretamente na sua embalagem de origem, através da utilizacdo da sonda de
fibra optica (AMORIM; KLIER; ANGELIS, 2013).
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Os espectros originados na espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) sdo
complexos e apresentam sobreposicGes e bandas de combinacdes, ndo sendo possivel uma
interpretacdo direta dos mesmos, a fim de ser possivel determinar uma propriedade da
amostra. Para isto, é necessario medir a intensidade do sinal em varios comprimentos de onda
para construir uma calibragdo. Os dados sdo interpretados utilizando modelos matematicos e
estatisticos a fim de se contruir uma calibracio multivariada dos dados (LEITAO, 2012).

A espectroscopia na regido do NIR destaca-se atualmente como uma das técnicas
mais importantes na analise de fingerprintings de misturas complexas. Tal técnica produz uma
grande quantidade de informacdo, muitas vezes complexas e variadas, tornando a
quimiometria indispensavel para a andlise de dados quimicos de natureza multivariada
(HATANAKA, 2015).

Os espectros no NIR sdo obtidos utilizando, basicamente, cinco componente: uma
fonte de radiacdo continua, um seletor de comprimento de onda (monocromador), um local
adequado para colocar a amostra (porta amostras), um conversor de energia luminosa em

energia energia elétrica e um detector para captar a resposta (detectror) (NETO, 2012).

3.7  Ferramentas quimiométricas

As analises de substancias, nos mais variados ramos da ciéncia, geram um grande
numero de informac@es, na maioria das vezes, em um curto espaco de tempo. A partir destas
informacdes, sdo construidas matrizes de modelos de calibragdo multivariadas, que serdo
tratadas por ferramentas quimiométricas, para extrair o0 maximo de informagfes possiveis
(SANTANA, 2015).

As andlises quantitativas realizadas por metodologias convencionais, como: titulacéo,
precipitacao e reacOes especificas, desprendem um tempo maior na sua realizacdo assim como
também um elevado consumo de reagentes, sendo na maioria das vezes pouco precisas e
exatas, sendo gradativamente substituidas por técnicas instrumentais modernas, tais como:
ressonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia vibracional (infravermelho proximo,
médio), espectrometria de massas, cromatografia, etc. Tais técnicas geram um grande ndmero
de sinais, podendo ser interpretados atraves de relacdes matematicas (TERRA, 2013).

Quando nos deparamos com um grande volume de dados, uma anélise estatistica faz-
se necessaria para reduzir a quantidade de variaveis, agrupando e comprimindo os dados,
retendo a informacao quimica, facilitando assim a interpretacdo pelo analista. Essa é uma das

tarefas da andlise multivariada dos dados. Quando os dados sdo relacionados com
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caracteristicas quimicas de uma determinada amostra, esta também pode ser denominada de
quimiometria (KAZMIRCZAK, 2016).

Os estudos em quimiometria desenvolvidos no Brasil podem ser utilizados com
finalidades distintas, como por exemplo: planejamento e otimizacdo de experimentos,
reconhecimento de padrdes (métodos de andlise exploratéria e classificacdo) e calibracdo
multivariada (CAUDURO et al., 2017).

A analise multivariada consiste na avaliacdo de dados analiticos de duas ou mais
variaveis, simultaneamente. Essa area da quimiometria desenvolve ferramentas
computacionais que permitem explorar os resultados obtidos por meio de andlises quimicas, a
fim de verificar a existéncia de similaridades entre as amostras que, por sua vez,
correspondem as semelhancas na composicao (RIVERO, 2009).

Oliveira (2018) empregou a analise multivariada de dados para a quantificacdo de
alcaloides minoritarios em amostras de cocaina (base livre e cloridrato) utilizando
derivatizacdo e cromatografia gasosa com detec¢do por ionizagdo de chama (GC-DIC). A
utilizacdo da quimiometria possibilitou analisar diversas variaveis simultaneamente,
permitindo a extracdo de uma quantidade maior de informacdes de agrupamento das amostras
reais.

Schneider (2017) com a finalidade de realizar o controle de qualidade da erva-mate,
utilizada devido a suas propriedades ténica, diurética, estimulante do sistema nervoso central,
analgesica, dentre outras, fez uso de ferramentas quimiométricas, avaliando a presenca de um
dos principais adulterantes desta matéria-prima, que é a sacarose.

Com o auxilio da espectroscopia no NIR, as ferramentas quimiométricas sdo
empregadas no tratamento dos dados, podendo ser utilizadas as técnicas de reconhecimento de
padrdes, sendo possivel identificar as semelhancas e as diferencas das amostras, de acordo
com o grau de similaridade entre suas propriedades quimicas e fisicas (MELO, 2013).

Os dados séo representados por uma matriz, na qual as linhas representam as amostras
e as colunas as variaveis. Podem-se empregar métodos de compressdo da dimensionalidade
como a analise por componentes principais (PCA), ou simplesmente calcular a distancia n-
dimensional entre cada linha da matriz (amostra), empregando-se o conceito de similaridade
(HERBST JR.; MORTARI; MULLER, 2006).



34

3.7.1 Anélise de componente principal (PCA)

A andlise de componente principal (Principal Component Analysis - PCA) foi
introduzida na quimica por Malinnowski no final dos anos 1960, com o nome de Andlise de
Fatores, e a partir da década seguinte uma série de aplicacGes foi desenvolvida, o que a tornou
muito conhecida e explorada. A andlise de modelos multivariados, como a PCA, tem sido
utilizado com frequéncia em diversos trabalhos reportados na literatura como ferramenta
quimiométrica Util para extrair um maior nimero de informacgdes (CARVALHO et al., 2015).

Quando aplicamos um algoritmo de PCA num conjunto de variaveis, como por
exemplo, espectros no infravermelho, o conjunto original destas variaveis € substituido por
um novo conjunto de variaveis denominado de Componentes Principais (CPs). A principal
caracteristica deste novo conjunto é a ortogonalidade, ndo havendo corelagdo entre as
variaveis (ROBOTTI; MARENGO, 2016).

Através desta ferramenta quimiométrica, é possivel avaliar quais variaveis sao
importantes no espaco das componentes principais (CPs), descartando as informacdes
redudantes e agrupando as varidveis que estdo mais correlacionadas, melhorando a
visualizacgdo estatistica dos resultados. Este método se baseia na anélise de dados visando a
sua reducdo, por meio de escolhas mais representativas a partir de combinacdes lineares das
variaveis originais (INACIO, 2010; CARNEIRO, 2013).

Ao aplicar a técnica de reconhecimento de padrdo néo supervisionado (PCA), a matriz
original (X) é decomposta em trés matrizes, sendo estas: a matriz de scores (T), matriz
transposta de loadings (P'), e matriz de residuos ndo explicados pelo modelo (E). O gréfico de
scores apresenta as coordenadas das amostras dadas pelas PCs, permitindo reconhecer
padrdes atraves do agrupamento de amostras proximas ou distantes entre si. No grafico de
loadings se observa os pesos das variaveis originais na separacdo entre 0s grupos de amostras
representadas pelo gréafico de scores (LOURENCO, 2017).

A medida que uma componente é modelada, certa quantidade de informacéo
permanece sem ser explicada, ou seja, uma quantidade de variancia continua nao descrita. A
esta quantidade de variancia nao descrita chamamos de residuos e podem ser organizados na
forma da matriz dos residuos (E). Normalmente, as Ultimas PCs modelam ruido inerente aos
dados, sendo assim, a eliminacdo dessas CPs frequentemente aumentam a relacdo sinal/ruido.
Um procedimento basico para melhorar a analise de modo a reduzir a dimensé&o dos dados € a

escolha do nimero de componentes principais a serem utilizadas na descricdo do sistema.
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Para a determinacdo do nimero correto de CP o método mais utilizado consiste no método de
Validacdo Cruzada (Cross Validation) (ARAUJO, 2007).

3.8 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A anadlise de matrizes complexas, como as matérias-primas provenientes de plantas,
pode ser demorada, devido ao grande nimero de compostos. Na tentativa de contornar estes
problemas, a utilizacdo de técnicas cromatrograficas na separacdo de constituintes de matrizes
vegetais, vem sendo empregadas. A cromatografia liquida de alta eficiéncia, vem se tornado
tendéncia mundial, devido a sua eficiéncia na separacdo de analitos (FREITAS, 2014).

A CLAE é comumente empregada na analise dos constrituintes quimicos de plantas
medicinais, permitindo a obtencdo de cromatogramas e fingerprints. Um fingerprint é
caracterizado por toda a constituicdo quimica do vegetal (impressdo digital), sendo obtido por
vérias técnicas analiticas de separacdo (CABRAL, 2010). Estas analises sdo reconhecidas
mundialmente por instituicbes como a Food and Administration (FDA) e European
Medicines Agency (EMEA), onde inimeros estudos realizados, ja comprovaram a utilidade
desta técnica (MARTINS; PEREIRA-FILHO; CASS, 2008).

Juntamente com as andlises qualitativas, se torna necessario a investigacdo dos
marcadores quimiotaxonémicas presentes nas espécies vegetais. Estes marcadores sdo
constituidos de pequenas moléculas que apresentam a rota metabdlica inerente a uma
determinada espécie, interferindo diretamente na quantidade de metabdlitos secundarios,

sendo estes, 0s principais responsaveis pela atividade bioldgica (ALVARENGA et al. 2009).

3.9  Validacéo de métodos analiticos

O desenvolvimento de um novo meétodo analitico ou a adaptacdo ou aplicagdo de um
método conhecido envolve um processo de avaliagcdo que garanta a sua eficiéncia no uso de
rotinas laboratoriais. O Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO) define validacdo como a comprovacdo, através do fornecimento de evidéncia
objetiva, de que o0s requisitos para uma aplicacdo ou uso especifico foram atendidos
(ARAGAO et al., 2009).

A Resolucéo de n° 166, de junho de 2017 da Diretoria Colegiada (RDC), estabelece

que:
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Art. 5° A utilizagdo de método analitico ndo descrito em compéndio oficial
reconhecido pela Anvisa requer a realizacdo de uma validacdo analitica,
conforme pardmetros estabelecidos nesta resolucdo, levando-se em
consideracdo as condicbes técnico-operacionais (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

No Brasil e em diversos paises, para que um medicamento seja registrado, a validacdo
documentada da metodologia analitica é exigida pelos 6rgdos regulatorios das industrias
farmacéuticas. Existem legislacdes e guias estabelecidos por estes 6rgdos regulatérios que
servem para direcionar procedimentos e métodos adotados no processo de validacdo
(CAMPQS, 2017).

O processo de validagdo pode ser realizado de trés maneiras: através da validacao
prospectiva, retrospectiva e concorrente. A validacdo prospectiva é executada visando a
producdo de um processo ou produto novo, a partir de uma escala piloto. A validacéo
prospectica caracteriza-se pela analise estatistica dos dados analiticos provenientes de lotes de
um determinado produto ja estabelecido, avaliando se 0 mesmo enconta-se dentro dos limites
de qualidade. A validacdo concorrente avalia aspectos dos dois processos citados
anteriormente. A revalidacdo é realizada sempre que se desconfia da qualidade de um
determinado produto (HILGERT, 2009).

Durante o processo de validacdo, devem ser estabelecidos quais os pardmetros seréo
analisados para avaliar a adequabilidade do método escolhido. De acordo com a RDC n° 166,
de junho de 2017, dentre os parametros utilizados na validacdo, podem-se citar: a
seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e
robustez (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

v’ Seletividade - capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse,
inequivocamente, na presenca de componentes que podem estar presentes na amostra,
como impurezas.

v Linearidade - capacidade de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a
concentracdo de um analito em uma amostra.

v Precisdo - proximidade entre os resultados obtidos por meio de ensaios com amostras
preparadas conforme descrito no método analitico a ser validado. A precisao deve ser
expressa por meio da repetibilidade, da precisdo intermediaria ou da reprodutibilidade.

v/ Exatiddo - A exatiddo de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de
concordancia entre os resultados individuais do método em estudo em relagdo a um valor

aceito como verdadeiro.
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v Limite de deteccdo - deve ser demonstrado pela obtencdo da menor quantidade do analito
presente em uma amostra que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente
quantificado, sob as condic¢des experimentais estabelecidas.

v Limite de quantificacdo - é a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢fes experimentais
estabelecidas.

v" Robustez - é um parametro tipicamente realizado no desenvolvimento do método
analitico que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variacdes das

condicBes analiticas.
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Paraiba, Rua Baralnas, 351, Cidade Universitaria, 58429-500, Campina Grande-PB, Brasil.

RESUMO

A espécie Aspidosperma pyrifolium Mart é conhecida popularmente como Pereiro, e
amplamente utilizada na regido do nordeste Brasileiro, devido as suas propiedades analgésicas
e anti-inflamatérias. A presenca de alguns metabdlitos secundarios, como alcalGides
indolicos, pode ser responsavel por causar alteragc@es no sistema nervoso central, 0 que gera a
necessidade de investigar suas propriedades farmacoldgicas, e padronizar as matérias-primas
provenientes desta planta medicinal. Assim, o objetivo desse trabalho foi caracterizar e
padronizar os diferentes tamanho de particulas da droga vegetal proveniente das cascas de
Aspidosperma pyrifolium Mart., com a finalidade de se avaliar acdo bioldgica do chéa
produzido com a particula de melhor rendimento e de se determinar o seu marcador quimico.

O controle de qualidade da droga vegetal seguiu os critérios da Farmacopéia Brasileira (5°
edicdo). A quantificacdo de alguns metabdlitos secundarios foi feita utilizando técnicas
espectrofotométricas. Com a finalidade de determinar a composicao qualitativa da preparacao
de uso medicinal (chd) de A. pyrifolium foi desenvolvido e validado um método analitico por
CLAE-UV. A citotoxicidade foi avaliada através do teste de hemolise de eritrécitos. A droga
vegetal foi classificada como sendo um p6 grosso. O teor de flavonoides, taninos e polifendis
foi inversamente porporcional ao tamamnho de particula, uma vez que, quanto maior o
tamanho da particula, menor foi a extracdo de metabolitos. O método desenvolvido se
mostrou linear, preciso, exato e robusto para a identificacdo de acido cafeico, um acido
fenolico com diversas propriedades farmacoldgicas. Somente o cha da particula APO5 foi
capaz de causar a hemolise em 50% dos eritrocitos. Através das metodologias in vitro
utilizadas para avaliar a atividade anti-inflamatéria e antioxidante do chd, verificou-se
indicios de que o cha da droga vegetal possui atividade anti-inflamatdria e antioxidante, sendo
necessario uma investigacdo mais aprofundada. Diante disto, pode-se observar a influéncia do
tamanho de particula na extracdo de compostos biativos, de relevancia na medicina
tradicional, assim como na toxicidade de drogas vegetais, podendo trazer prejuizos a

populacdo que fazem uso indiscriminado de plantas medicinais.
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Palavras-chave: Droga vegetal. Pereiro. Atividade anti-inflamatoria. Marcadores Quimicos.
CLAE.

INTRODUCAO

Aspidosperma pyrifolium Mart., é uma espécie arbdrea, que ocorre com grande
frequéncia no bioma caatinga. E conhecida popularmente por Pereiro, Pau-Pereiro, Trevo,
entre outros. Possui uma ampla utilizacdo, desde a producdo de mdveis, devido a rigidez de
sua madeira, até ornamentacao de espacos (MESSIADES, 2014). A partir do conhecimento
popular e etnobotanico foi possivel descobrir as suas atividades farmacolégicas benéficas,
dentre elas podem ser citadas: atividade anti-inflamat6ria, analgésica e antimicrobiana
(RODRIGUES, 2015).

Em um estudo fitoquimico da A. Pyrifolium, detectou-se a presenca de alcaloides
inddlicos monoterpenoides como aspidofractinina, 15-demetoxipirifolina e  N-
formilaspidospermidina (LIMA, 2015; PEREIRA, 2015). Foi possivel identificar a presenca
de alcaloides inddlicos, que sdo responsaveis pela atividade terapéutica (hipotensora,
antimicrobiana, citotoxica, tripanosomicida e inibitoria sobre monoamino oxidase) (NUNEZ,
2014).

As drogas vegetais devem ser estudadas também, com a finalidade de avaliar os
constituintes toxicos e o0 quanto estas substancias sdo letais ao organismo. Porém, muitas
vezes estas plantas sdo comercializadas em feiras livres, onde ndo ha nenhuma fiscalizacéo,
tornando-se um sério problema de saude publica (LIMA, 2015).

A seguranga, eficacia e a qualidade dos produtos fitoterapicos, devem ser asseguradas
e comprovadas apos a sua fabricacdo. No processo de moagem das drogas vegetais, pode
haver surgimento de produtos intermediarios, devido a diminuicdo do tamanho da particula.
Esses produtos intermediarios podem influenciar na sua atividade farmacologica (CORREIA
et al.,, 2016). Os métodos analiticos buscam padronizar essas particulas e aumentar a
seguranca e a utilizacdo de plantas medicinais por parte da populacdo (CORREIA et al.,
2015). Enquanto que, as farmacopéias buscam estabelecer padrées de qualidade a que os
medicamentos devem obrigatoriamente obedecer, e suas monografias visam agrupar,

padronizar e sistematizar o conhecimento das caracteristicas e propriedades das plantas
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medicinais, tanto para auxiliar os prescritores, como para orientar a populacdo (FELTRIN;
CHORILLI, 2010).

Dentre as técnicas mais utilizadas para a padronizacdo, pode-se destacar a
cromatografia. Esta técnica compreende um processo fisico de separacdo, onde o analito se
distribui em duas fases, denominadas fase mdvel (podendo ser um gas um liquido ou um
fldido supercritico), e fase estacionaria (s6lida ou liquida, disposta em um suporte sélido com
uma area superficial grande). A fase movel passa pela fase estacionaria, arrastando consigo 0s
componentes presentes nas misturas. Esta técnica se baseia no principio da adsorcdo seletiva
(MARINHO, 2011).

Um método deve ser validado sempre que uma nova metodologia de analise for
desenvolvida, ou quando alteracdes devam ser feitas a um método ja existente, com a
finalidade de adequa-lo ao estudo de um novo composto quimico. No Brasil, a RDC de n°
166, de 24 de julho de 2017, trata dos parametros de validacdo e seus respectivos critérios de
aceitacdo, existindo compéndios, a nivel internacional, que servem como guias para a
validacdo de métodos analiticos, como por exemplo, 0 FDA (Food and Drug Administration)
(BRANDAO, 2014).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi obter particulas com granulometrias
diferentes, a partir da droga vegetal proveniente da planta Aspidosperma pyrifolium Mart., e
padroniza-las de acordo com as exigéncias da Farmacopéia Brasileira, determinando a
constituicdo e o marcador quimico presente na espécie em estudo, bem como a sua

citotoxicidade, levando em consideracgdo a infuéncia do tamanho de particula.

MATERIAIS E METODOS

Obtencao dos pds

As cascas de Aspidosperma pyrifolium foram coletadas na regido semiarida da
Paraiba, (7°13°50”S, 52°52”W). O material bot&nico foi identificado pelo professor Leonardo
Pessoa Félix e a exsicata depositada no herbario Jayme Coelho de Moraes, na Universidade
Federal da Paraiba — UFPB, sob numero 20104. A dissertacdo foi cadastrada no Sistema
Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen), com Numero do cadastro AOODF7D. O material vegetal coletado foi submetido a
secagem em estufa de circulacdo forcada de ar, a 40 °C e pulverizado em moinho de facas

com granulometria de 10 mesh.
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Caracterizacéo dos pés obtidos da casca de A. pyrifolium Mart

Os po6s obtidos da casca da A. pyrifolium foram caracterizados, de acordo com a
Farmacopéia Brasileira (5° edi¢do, volume 1), quanto a determinacdo da granulometria, perda

por dessecacdo, teor de cinzas totais, determinacdo de cinzas resistentes ao acido e pH.

Determinacéo da granulometria

Pesou-se 25 mg do p6 no qual foi tranferido para um conjunto de peneiras para analise
granulométrica por 15 minutos. Os pds obtidos foram designados APO1 (>355 um), AP02
(>180 pum), APO3 (>155 um), AP04 (>75 um) e AP0O5 (>38 um). Em seguida, foi calculado o
tamanho médio das particulas em funcéo da distribuicdo das massas nas peneiras, utilizando a
seguinte formula:

__ P )
" P2 x 100

%
Onde:
P1: peso da amostra retida em cada tamis (g).

P2: soma dos pesos retidos em cada tamis (g).

Determinacéo de perda por dessecacao

Exatamente 3g do p6 da planta foram tranferidos para um pesa-filto (n=3), onde foram
submetidas ao aquecimento em estufa a 105°C durante duas horas, seguida de resfriamento
em dessecador e pesagem. A operacdo foi repetida até obtencdo do peso constante. Os
resultados foram avaliados em termos de porcentagem ponderal sobre a quantidade da

amostra, utilizando a equagéo:

Pu—Ps x 100 (3)
Pa

% perda =

Onde:
Pa: peso da amostra (g).

Pu: peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacao (g).
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Ps: peso do pesa-filtro contendo a amostra apds a dessecacao (g).

Determinacéo do teor de cinzas

Exatamente 3 g dos p6s foram pesados e transferidos para cadinhos previamente
calcinados, resfriados e tarados. As amostras dos pds foram submetidas a carbonizagdo em
mufla a 450°C por duas horas. Apds resfriamento em dessecador, as mesmas foram pesadas
em balanca analitica, repetindo-se o procedimento até estabilizacdo do peso. A percentagem

de cinzas foi calculada em relagdo a droga seca.

Determinacdo de cinzas resistentes ao acido

O residuo obtido na determinacdo de cinzas totais foi fervido durante 5 minutos com
25 mL de &cido cloridrico a 7% (p/v) em cadinho coberto com vidro de reldgio. A solucéo foi
filtrada com papel de filtro, isento de cinzas, e o residuo retido foi submetido a secagem sobre
chapa quente e incinerado a cerca de 500 °C até peso constante. O calculo levou em

consideracao a porcentagem de cinzas insoluveis em acido em relacdo a droga seca.

Determinacéo do pH

Para a determinacdo do pH, foi preparado o cha da droga vegetal na concentracao de
1%. Apo6s o resfriamento, a solucdo foi analisada utilizando um potencidémetro previamente

calibrado.

Producdo do cha das cascas da A. pyrifolium

Foi realizada a decoccdo das cinco particulas, onde se pesou 1 g de droga vegetal,
sendo adicionados 100 mL de &gua destilada. A solucdo foi colocada sob uma tela de amianto
e aquecida com o auxilio de um bico de bunsen, até atingir seu ponto de ebulicdo. Em
seguida, a solucéo foi resfriada a temperatura ambiente e posteriormente filtrada. Ao final do

processo, se obteve o cha na concentragdo de 1% (m/v).



61

Caracterizacdo fitoquimica do cha

Foram realizadas as quantificacbes dos metabolitos secundarios: polifendis totais,
flavonoides e taninos condensados, utilizando espectrofotometria na regido do UV-visivel.
Para os ensaios foi utilizado o espectrofotdmetro Shimadzu UV mini-1240.

Determinacéo do teor de polifenais totais.

Para a determinacdo do teor de polifendis totais, utilizou-se 0 método descrito por
Chandra e Mejia (2004). Adicionou-se 1 mL do cha a 1 mL do reagente de Folin-Ciocalteau
1N. Esta mistura permaneceu em repouso por 2 minutos. Em seguida, adicionou-se 2 mL de
uma solucéo aquosa de carbonato de sodio (NaCOs3) a 20% (p/v), e deixou-se em repouso por
mais 10 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada em 757 nm em espectrofotémetro,
contra um branco composto por dgua destilada, reagente de Folin-Ciocalteau e solucéo a 20%
de Na,COs. Para a obtengio da curva analitica, uma solugdo padrdo de 100 pg mL™ de 4cido
galico foi preparada pela dissolucdo de 10 mg do padrdo em 100 mL de agua destilada. A
partir dessa solucdo foram feitas diluicdes em triplicata, de forma a obter solugdes de 1, 3, 6,
9, 12, 15, 20, 25, 30, 35, ¢ 40 ug mL™. A concentracdo de polifendis foi expressa em

miligramas equivalentes de acido galico. As analises foram realizadas em triplicata.
Determinacéo do teor de flavonoides

A determinacdo do conteudo de flavonoides totais seguiu 0 método de Meda et al.
(2005). Onde 5 mL da solucdo do cha foi adicionado ao mesmo volume de uma solucéo (em
metanol) de cloreto de aluminio (AICI3) a 2% (p/v). A mistura permaneceu em repouso por 10
minutos antes da leitura da absorbancia em 415 nm, contra um branco composto pela solucéo
de AICIs. A curva de calibracéo foi obtida a partir de uma solugdo padrdo a 100 pg mL™,
preparada pela dissolucdo de 10 mg de quercetina em 100 mL de metanol. A partir dessa
solucdo, foram feitas diluices em triplicata, obtendo-se solu¢Ges de quercetina nas
concentracdes de 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 26, 28 ¢ 30 ug mL™. A concentragdo de
flavonoides foi expressa em miligramas equivalentes de quercetina. As analises foram

realizadas em triplicata.
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Determinacéao do teor de taninos condensados

O teor de taninos condensados foi quantificado utilizando-se 0 método de Makkar e
Becker (1993), no qual 5 mL do ch& da droga vegetal foram adicionado a 3 mL de uma
solucdo de vanilina (4% p/v em metanol); em seguida, adicionou-se 1,5 mL de &cido
cloridrico (HCI) concentrado (37%). A leitura foi feita a 500 nm, contra um branco composto
pela solucdo de vanilina, HCI e uma solucdo de etanol 50% (v/v) em agua. A curva de
calibracédo para este ensaio foi obtida a partir de uma solucéo padrdo de catequina obtida pela
dissolucdo de 10 mg do padrdo em 100 mL de metanol. A partir dessa solugdo, foram
realizadas diluicbes em triplicata, de forma a obter solu¢des de catequina nas concentragdes
de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 pg mL™ A concentracdo de taninos condensados
foi expressa em miligramas equivalentes de catequina. As analises foram realizadas em

triplicata.
Ensaio de citotoxicidade

O teste de citotoxicidade seguiu a metodologia descrita por Cruz-Silva et al (2000),
com algumas modificagbes. O sangue utilizado foi doado pelo Laboratério de Andlises
Clinicas (LAC), sendo do tipo A", B', AB* e O’, acondicionados em tubo com heparina. O
plasma foi retirado do tubo apos centrifugacdo a 2500 rpm por 5 minutos. Posteriormente a
suspensao de hemaécias foi lavada, trés vezes, com solucdo salina 1%. As hemacias foram
ressuspendidas novamente com a mesma solucdo e o volume ajustado para 5%. Entéo,
colocou-se 1,5 mL da suspensdo de hemécias a 5% juntamente com 1,5 mL das solucgdes
testes (cha) nas concentracfes de 1, 2,5 e 5% em tubos de ensaio, 0s quais foram deixados em
repouso durante 1 hora a temperatura ambiente para que acontecesse a hemdlise. Apds esse
periodo, cada tubo foi centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos, sendo retirado o sobrenadante
para leitura em espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 540 nm.

Como controle positivo, foi utilizado o liquido de Turk a 2% uma vez que, essa
substancia causa 100% de hemolise e como controle negativo foi utilizada solucdo salina a
1%, que ndo causa hemdlise alguma. A analise foi feita em triplicata. O pencentual

hemolisante foi calculado utilizando a seguinte formula:

, _ Ae—Ab x 100 4)
N At
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Onde:
Ph: potencial hemolisante (em porcentagem).
Ae: absorbancia da amostra teste.
Ab: absorbancia do branco da amostra.
At: absorbancia do controle positivo.
Um percentual de hemolise considerado baixo deve estar entre 0 e 40%, moderado
entre 40% e 80% e um alto percentual de hemdlise compreende valores entre 80 e 100%
(ASSUNCAO, 2017).

Determinacdo do marcador fitoquimico

Preparo das solugdes

Para investigacdo do marcador quimico presente no cha da droga vegetal proveniente
da planta A. pyrifolium Mart., foram utilizados os padrées cromatograficos: cafeina, acido
cafeico, quercetina, catequina, 4cido gélico e cumarina, todos na concentragdo de 40 pg mL™.
A droga vegetal (tamanho selecionado) foi submetida a uma decocgao para obtencdo do cha
(1% m/v), onde 9 mL do chéa foi adicionado a um baldo volumétrico de 10 mL, contendo
1mL de agua (9:1), que foi posteriormente filtrado em membranas de seringas com orificios
de 0,45 um. Todas as solucGes e fases mdveis usadas neste ensaio foram preparadas com agua
ultrapura obtida de um Milli-Q Plus. O metanol utilizado como fase mével foi grau HPLC, os
demais reagentes foram de grau analitico. Antes da injecdo, as fases mdveis foram
degaseificadas.

Condic¢bes cromatograficas

Foi utilizado um cromatdgrafo da marca Shimadzu, com um detector UV-Vis simples,
acoplado ao software LC Solution da Shimadzu, sendo pré-estabelecido o comprimento de
onda de 254 nm. A fase mdvel consistia em agua acidificada (&cido ortofosforico 1%), pH
ajustado para 3,5 (fase A) e metanol (fase B) (70:30 v/v). A coluna cromatogréafica utilizada
foi uma Gemini C18 (Phenomenex) (250 x 4,60 mm x 5 pum) mantida em uma temperatura de
30 °C durante toda a analise. A separacdo cromatogafica ocorreu sob condigdes isocraticas,
em uma corrida de 30 minutos, com um volume de injecdo de 20 pL e um fluxo de fase mdvel

de 1 mL min .



64

Validagdo do método analitico

A validacdo do método foi realizada segundo a resolucao de n° 166, de 24 de julho de
2017. Os parametros avaliados foram: linearidade, limites de deteccdo e quantificacéo,
repetibilidade, precisdo intermediaria, exatiddo e robustez. Os parametros determinados foram

minuciosamente observados neste trabalho e serdo detalhados a seguir.

Linearidade

Para verificacdo da linearidade do método foram construidas, em triplicata, curvas de
calibracdo do marcador. Preparou-se uma solu¢cdo-mae contendo o marcador na concentracao
de 200 pg mL™ diluido em &gua (m/v) e a partir desta foram realizadas diluicdes sucessivas
no intervalo de 60 a 180 pug mL™ (60, 80, 100, 120, 140, 160 e 180 pg mL™). A partir dos
resultados obtidos determinou-se a equagdo da reta e coeficiente de correlagéo das curvas

analiticas, utilizando o software Microsoft Excel 2010 (Windows®).

Precisdo

A precisdo do método foi verificada por meio da determinacdo da repetibilidade
(intradia) e precisdo intermediaria (interdia) e reprodutibilidade (inter-analista). As variacdes
intradia e interdia foram determinadas pela injecdo em sextuplicata do extrato aquoso a 120
ng mL™ no mesmo dia e no dia seguinte, respectivamente. Os valores de repetibilidade e
precisdo intermedidria foram expressos pelo desvio padréo relativo entre as inje¢cdes (DPR%).

Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada comparando-se as concentra¢cdes do marcador
quimico determinadas em concentraces do extrato em trés concentracdes (60, 80 e 100 mg
mL™), com os seus valores de concentragéo real.

Robustez

A robustez do método foi verificada a partir de variacdes pequenas na temperatura do

forno, concentracdo de metanol da fase movel e comprimento de onda (fatores). Para
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avaliacdo da robustez determinou-se, em triplicata, a influéncia dessas varia¢des no tempo de
retencdo, e area dos picos (Tabela 1):

Tabela 1 - Niveis das variaveis utilizadas para avaliar a robustez do metodo

Niveis

Condicdes Baixo (-1) Central (0) Alto (+1)
analiticas

Temperatura (°C) 29,5 30 31

Concentracao de

metanol da fase 29,5 30 31
movel

Comprimento de 253,0 254 256

onda ()

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

As respostas foram obtidas de acordo com o planejamento fatorial 2%, onde trés fatores
foram avaliados, utilizando dois niveis, totalizando dezesseis experimentos, incluindo as

repeticdes no ponto central. Todas as analises estatisticas foram realizadas no software
STATISTICA 8.0 (Tabela 2).

Tabela 2- Teste de robustez usando planejamento fatorial 2°
Combinacéao dos Fatores

Pardmetros 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

analiticos
A -1 -1 -1 -1 41 +1 +1 +1 0 -1 +1 0 O O O O
B -1 -1 41 +41 -1 -1 +1 +1 0 0 O -1 +#1 0 0 O
C -1 +1 -1 41 -1 +1 -1 +1 0 0 O O O -1 +1 O

A: temperatura; B: concentragdo de metanol e C: comprimento de onda.

Fonte: Dados da pesquisa, 2018
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Avaliagdo in vitro da atividade anti-inflamatoria

Preparo das solu¢fes padrdes

Os padrbes utilizados foram os farmacos, acido acetil salicilico, nimesulida,
dexametasona e &cido cafeico. Foram preparadas solu¢fes nas concentragdes de 100, 80, 60,
40 e 20 pg mL™. Com a droga vegetal em estudo foi preparado o chas em trés concentracdes:
1;2,5e 5%.

Inibic&o in vitro da desnaturagéo da albumina do ovo

A determinacdo da atividade anti-inflamatdria seguiu a metodologia descrita por
Chandra et al., 2012, com algumas alteracdes. Em um becker foi adicionado 2,0 mL da
solucdo do chd, 2,8 mL de tampéo fosfato (pH 6,4) e 0,2 mL da clara de ovos (10% v/v),
obtendo um volume final de 5 mL. A solugdo foi colocada posteriormente na estufa em uma
temperatura de 35 °C, durante 15 minutos. Em seguida, foi submetida a aquecimento em
banho-maria, por 15 minutos, em uma temperatura de 70 °C. Apos resfriamento, a mesma foi
lida em espectrofotometro no comprimento de onda de 660 nm. O mesmo sucedeu para 0S
padrdes estudados. O branco utilizado para esta analise era composto por agua destilada, a
clara do ovo e o tampé&o fosfato. O percentual de inibi¢do foi calculado de acordo com a

seguinte férmula:

Vv,
% inibicio = 100 x Vt -1 (5)

C

Onde V; = absorbancia do teste e V. = absorbancia do controle.
A determinacdo da ICso do cha da droga vegetal e dos padrBes se deu através da

plotagem dos valores do percentual de inibicdo em relagdo a concentracao.

Avaliacdo da atividade antioxidante do cha
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Para avaliar a atividade antioxidante utilizou-se a metodologia descrita por Chaves et
al. (2016), com algumas adaptaces. Foi utilizada a técnica do DPPH (1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl, P.M. = 394,32 g mol™, Sigma Aldrich), preparando-se uma solucdo a 0,200
mM em etanol. Como padréo foi utilizado o acido cafeico, preparado a uma concentracdo de 5
ng mL™. A droga vegetal foi utilizada na mesma concentracéo do 4cido cafeico (5 pg mL™Y).
O branco da reacéo era constituido de etanol. Em seguida, 100 pL da solugdo de DPPH foram
adicionados aos pocos de uma microplaca. Apds 30 minutos, a leitura foi realizada no
comprimento de onda de 517 nm e o resultado expresso em capacidade sequestrante do DPPH

livre:

DPPH livre (%) — (Abscontrole—AbSamostra) X 100 (6)

Abscontrole

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacdo da droga vegetal
ApoOs a secagem da droga vegetal em estufa de circulacédo de ar, para estabilizacdo da

umidade, obteve-se um p6 de cor marrom-claro, com tamanhos e formatos de particulas

variados, de sabor amargo e odor caracteristico (Figura 3).
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A R "

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.
O po6 obtido foi submetido a analise granulometrica em um tamisador, para posterior

classificacdo de acordo com os seus didmetros médios, retidos em cada tamis. A Tabela 3

apresenta a classificacdo granulometrica dos pés.

Tabela 3- Granulomentria do p6 obtido de cascas moidas de Aspidosperma pyrifolium.

Amostras Média (g) Rendimento
do po (%)
APO1 32,93 36,50
APO02 36,92 40,92
APO3 3,65 4,00
AP04 12,78 13,30
APO05 3,87 5,46

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

De acordo com a Farmacopéia Brasileira (2010), o p6 da planta foi classificado como
sendo um pd grosso, uma vez que 40% do pd conseguiu passar pelo tamis com abertura
nominal de malha de 355 um. A distribuicdo granulometrica de drogas vegetais, determina a

superficie de contato que estard disponivel para interagir com o solvente utilizado na
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preparacgdo de extratos, influenciando diretamente na eficiencia extrativa do metodo escolhido
(SILVA et al. 2013).

Caracterizacdo fisico-quimico da droga vegetal de A. pyrifolium

Os parametros fisico-quimicos foram avaliados com a finalidade de estabelecer um
controle de qualidade mais rigoso da droga vegetal. A Farmacopéia Brasileira estabelece
alguns paramentros que devem ser seguidos para matéria-prima de origem vegetal. Porém,
para alguns dos testes exigidos por este compéndio, ndo se tem valores pré-estabelecidos. Na

Tabela 4, escontram-se os valores de cada tamanho de particula, obtidos em cada ensaio.

Tabela 4- Valores obtidos para os testes exigidos pela Farmacopéia Brasileira

Amostras + Desvio Padrao

Testes APO1 APOQ2 APO3 AP04 APOQ5
Perda por dessecacéo (%) 9,5¢0,3 9,5+04 9,6+0,2 7,3t0,4 7,305
Cinzas Totais (%) 10,2+0,5 10,7+0,2 10,3+0,3 10,4+0,9 10,2+0,5
Cinzas totais resistentes a acido (%) 0,8+0,5 0,8+0,5 0,8+04 0,9+0,1 0,8+0,8
pH 54+0,3 59+0,3 49+13 4,7+0,1 3,510,1

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

O teor de umidade em materias-primas vegetais nos fornecera informacées a respeito
da efetividade da etapa de secagem. Um alto teor de umidade ir4 favorecer a proliferacdo de
microrganismos e também facilitar a ocorréncia de reagdes quimicas que culminam em
deterioracdo da amostra e perda de sua estabilidade. Em contrapartida, um processo de
secagem intensa, pode ocorrer perda de compostos sensiveis ao calor (ARAUJO et al., 2010).
A Farmacopéia Brasileira (2010), estabelece um limite entre 6 e 15% de umidade total para
drogas vegetais.

Para avaliar a quantidade de compostos volateis disponiveis na droga vegetal foi
utilizado o método gravimétrico, no qual para a substancia em estudo o teor de compostos
volateis, no caso, a agua, encontra-se dentro do que a literatura preconiza, apresentando um
teor médio em torno de 8,64% para todas as amostras.

O teste utilizado para avaliar o teor de cinzas totais e cinzas insolliveis em &cido em

drogas vegetais visa estabelecer e quantificar a quantidade de material inorgénico, que
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consegue se manter inalterado apds longos ciclos de calor excessivo. Neste teste, pode-se ter
uma idéia do nivel de impurezas das materias-primas vegetais, uma vez que, um grande
numero de substancias inorgéanicas, como a terra, podem ser utilizadas para aumentar o
rendimento dos pos. Para o teste de cinzas totais, o limite especificado € de 3 a 15%, o qual
podemos observar que para os pos de A. pyrifolium, os valores obtidos se encontram em
conformidade.

O pH obtido para a solucdo do cha das particulas a 1% de droga vegetal (p/v) mostrou
uma diminui¢do, a medida que o tamanho da particula ia diminuindo. Isto pode estar
relacionado com o aumento da superficie de contato das particulas, que facilitou a extracdo de

metabdlitos secundarios soluveis em agua, como por exemplos os taninos e os polifendis.

Prospeccao fitoquimica

Atraves de reaces colorimétricas entre reagentes especificos e os metabolitos que
existem em uma determinada planta, é possivel identificar de forma quantificativa a
composicdo do mesmo (FERNANDES, 2017). Através do grau de particdo das particulas,
pode-se observar que, a medida que o tamanho da particula diminuiu, o nimero de
metabolitos extraidos aumentou. Isso pode ser explicado devido a um aumento na superficie
de contato da particula, facilitando uma maior capacidade do liquido extrator de envolvé-la,
solubiliza-la e arrastar consigo o extrativo. A Tabela 5 mostra os metabdlitos encontados na

droga vegetal de A. pyrifolium e a quantidade extraida de cada particula.
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Tabela 5- Quantificacdo dos metabolitos secundarios da droga vegetal

Amostras Taninos Flavondides Polifendis
(mg ECA g™ (mg EQC g™ (mg EAGg™)
APO1 28,9 +1,37 69,8 + 1,99 135,0 + 1,38
APQ2 36,0 £ 1,68 73,3+2,43 150,3 £ 1,07
APO3 73,0+ 0,96 75,9+ 1,67 188,6 + 1,60
APO4 73,5+1,14 779+1.81 2378+1,24
AP05 73,8+1,19 81,5+1,40 239,2 £ 0,83

ECA (equivalente de catequina) EQC (equivalente de quercetina) EAG (equivalente de acido
galico).
Fonte: Dados da Pesquisa, 2017

Através do teste estatistico ndo-paramétrico de Friedman, realizado no software
Bioestat 5.0, foi possivel observar que ndo existem diferencas significativas entre as particulas
na extracdo dos metabdlitos em estudo. A Unica diferenca significativa (p<0,05) foi observada
entre as particulas APO1 e AP05, havendo uma extracdo de metabolitos mais significativa nas
particulas de menor tamanho.

Os metabdlitos secundarios além de proteger a planta contra estimulos do meio
ambiente, também sdo vistos como grandes moléculas promissoras a sintese de novos
farmacos, tendo-se destacado no ambito farmacéutico nos ultimos anos (PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

A familia Apocynaceae é rica em glicosideos e alcaloides do tipo inddlico. Este altimo
atua como protetor quimico dos vegetais, e € responsavel por diversos efeitos fisiolégicos em
animais podendo ter agdo antimicrobiana. Alguns alcaloides sdo inseticidas e agem como
repelentes em herbivoros, podendo ser extraidos de diversas partes da planta, como sementes,
cascas, caules e folhas (OLIVEIRA; ALMEIDA, 2016). Podem ser encontrados outros tipos
de metabdlitos na familia Apocynaceae, como o0s glicosideos cardioativos, glicosideos
cianogenéticos, leucoantocianinas, saponinas, taninos, cumarinas, acidos fenolicos, ciclitois e
triterpenos (TRINDADE et al., 2016).

Através das analises fitoquimicas semiquantitativa observou-se uma maior quantidade
de polifendis e flavondides na droga vegetal, seguido de um ndmero menor de taninos,
resultado este que também foi observado por Messiades (2014), porém neste mesmo trabalho
0 autor ndo conseguiu quantificar taninos utilizando esta metodologia, provavelmente porque
0 mesmo trabalhou com extratos e ndo com droga vegetal.

Os flavonoides possuem varias propriedades terapéuticas tais como acao citotdxica,

anti-inflamatoria, antioxidante, antibacteriana, antiparasitaria, antiviral, vasolitador, dentre
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outras. Estes metabdlitos atuam como antioxidantes na inativacdo dos radicais livres, em
ambos 0s compartimentos celulares lipofilicos e hidrofilicos. Os flavonoides mais
investigados sdo: quercetina, a mirecitina, a rutina e a naringenina (OLIVEIRA et al., 2011,
MARQUES, 2016).

Os compostos fenolicos atuam, na area farmacoldgica, como antimicrobianos e
antivirais. Estes compostos também sdo incluidos como inibidores de radicais livres, atuando
na clinica como antioxidantes (OLIVEIRA; ALMEIDA, 2016). O método quantitativo
utilizado para a determinacdo desses compostos, ndo pode prever a composicdo de cada
polifenol, uma vez que possa haver quantificacdo de compostos ndo fendlicos, com estruturas
semelhantes ao padrdo utilizado nessa analise, neste caso, o acido galico (BARBOSA, 2017).

Aos taninos sdo atribuidas atividade antimicrobiana, sendo capazes de inativar fatores
de viruléncias de cepas microbianas. Possuem adstringéncia caracteristica, o que Ihes confere
a propriedade de precipitar proteinas, agindo por esse mecanismo de acdo contra o
crescimento microbiano. A baixa quantidade de taninos pode ser explicada devido a fatores
como sazonalidade, ritmo circadiano, indice pluviométrico, radiacdo UV, temperatura, ou até
mesmo idade da planta (VALE, 2014).

Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade é um teste in vitro que avalia a biocompatibilidade de
compostos com atividade desconhecida. O teste € realizado em um meio controlado, sem a
interferéncia dos demais compartimentos do organismo, sendo um método de facil execucéo,
rapido, reprodutivel e de baixo custo. A citotoxicidade pode ser definida como a propriedade
nociva de uma substancia em relacéo as células do organismo (MARTINS et al., 2010).

Um dos parametros avaliados no ensaio de citotoxicidade é a concentracdo letal média
(ICs0), que podem ser obtidos através de ensaios que envolvem hemdlise em eritrocitos
animais ou humanos. As concentrac@es estudadas, dos chas, provenientes da droga vegetal em
tamanhos de particulas diferentes (Tabela 6), apresentaram uma citotoxicidade equivalente a
25%, ndo sendo considerado toxico, visto que a ICsy (onde 50% dos eritrocitos sdo
hemolisados) ndo foi atingida. Porém, para a particula APO5 (38 pum), a citotoxicidade foi de
50%, atingindo a 1Cs. Isso pode ser explicado devido ao aumento da solubilidade do pé com
0 aumento da sua superficie de contato, causando uma maior extracao de metabdlitos, levando

a intensificacdo do efeito toxico.
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Tabela 6- Ensaio de citotoxicidade

Amostras Tipo Sanguineo
Concentracao A* B” AB* (o)
do cha (%)

1,0 + + + +

APO1 2,5 - - - ¥
5,0 + + + +

1,0 + + + +

APO2 2,5 + ¥ + ¥
5,0 + + + +

1,0 + + + +

APO3 2,5 ¥ + + ¥
5,0 + + + +

1,0 + + + +

APO4 2,5 - - - ¥
5,0 + + + +

1,0 ++ ++ ++ ++

AP05 25 ++ ++ ++ ++
5,0 ++ ++ ++ ++

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Atualmente, as leis a respeito da utilizacdo de animais em testes toxicoldgicos, visam a
diminuicdo do numero de animais usados em experimentos, estabelecendo a implementacao
de testes preliminares que permitam identificar inferéncias, possibilitando a reducéo do uso de
animais e uma discussdo ampla dos resultados in vitro e in vivo (BEDNARCZUK et al.,
2010).

A visualizacdo da hemolise foi determinada através da leitura no espectrofotometro, e
classificada como: - (0% de hemdlise), + (25% de hemdlise), ++ (50% de hemdlise), +++
(75% de hemdlise) e ++++ (100% de hemdlise). O liquido de Turk, utilizado como controle
positivo no ensaio, apresentou hemdlise equivalente a 100%. Foram utilizados os grupos
sanguineos A*, B*, AB" e O, com o0 objetivo de observar se a hemolise ocorreria de forma
mais intensa em grupos sanguineos diferentes, o que nao foi observado no estudo em questéo,
uma vez que a hemolise foi igual para ambos 0s grupos sanguineos.

Os chéas e infusbes sdo utilisados pela populacgdo a muitos anos, ndo tendo
comprovacao cientifica a respeito das suas propriedades tdxicas, pois para essas preparacoes a
quantidade utilizada ndo sdo estabelecidas, podendo ser utilizadas quantidades que causem

intoxicacOes e danos a alguns 6rgaos, como por exemplo o figado.
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A presenca de alcal6ides no género Aspidosperma pyrifolium, relatada na literatura,
reforca a importancia da realizacdo de testes que comprovem a sua toxicidade, uma vez que, a
presenca desses compostos podem causar estomatites, gastroenterites, bradicardia, alteragcoes
na pressao sanguinea, paralisia e espasmos musculares (DESOTI et al., 2011).

A partir dos dados a respeito da citotoxicidade obtida para as amostras em estudo, a
particula AP02, foi utilizada para a producdo do cha a 1%, para a determina¢do do marcador
guimico, uma vez gque, a mesma teve um maior rendimento, boa extracdo de metabdlitos

secundarios e uma baixa toxicidade.

Determinacdo do marcador fitoquimico

O método analitico foi desenvolvido com a finalidade de separar os compostos
presentes no cha da droga vegetal de A. pyrifolium, assim como, identificar a presenca dos
praddes cromatogréficos utilizados nos ensaios. A proporcdo entre as fases foi ajustada até
gue houvesse uma boa resolucdo dos picos, tanto do cha como dos padroes.

A escolha da fase inorganica, composta por agua acidificada (acido ortofosférico 1%),
levou em consideragéo o interesse em diminuir a ioninagdo das subtédncias no momento da
eluicdo, para que ndo houvesse retengdo acentuada dos compostos, nem a formagéo de caudas
nos picos. A eluigdo isocratica foi preferivel para esta anélise, sendo escolhida a proporcao de
fase B (metanol) de 10%, possibilitando um fator de retencéo (k) adequado, sendo este a razdo
entre o numero de moléculas do soluto distribuidos tanto na fase estacionaria como na fase
movel (CASS; DEGANI, 2013).

Muitos laboratérios de instituicdes disponibilizam sistemas CLAE equipados apenas
com bomba simples, de menor custo, e empregando elui¢do isocratica, mantendo constante o
fluxo da fase movel na coluna, por ser um sistema de facil operacdo e com boa reproducdo
entre diferentes marcas de equipamentos (DUTRA; HOFFMANN-RIBAN; RIBANI, 2010).

O cha foi produzido a partir da particula AP02 (180 um), levando-se em consideragdo
o rendimento do pé com esta granulometria e devido a observacdo dos demais testes
realizados (prospecc¢édo fitoquimica e citotoxicidade). Apos a injecdo do cha, nas condicbes
descritas anteriormente, obteve-se o cromatograma apresentado na Figura 4. O método foi
considerado adequado, uma vez que possuiu um tempo curto de andlise e separagdo entre 0s
componentes da amostra. As mesmas condigdes foram aplicadas aos padrdes, onde o método
se mostrou eficiente, pois 0s picos dos mesmos apareceram num tempo curto de retencdo e

com boa resolucgéo.
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Figura 4 - Cromatograma obtido do cha da droga vegetal Aspidosperma pyrifolium Mart.
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Com o método analitico estabelecido, realizou-se a injecdo dos padrBes analiticos
selecionados para identificacdo da presenca dos mesmos no ché, levando em consideracédo o
tempo de retencdo, a intensidade do pico e sua area. A Figura 5 mostra a identificagdo do
padrdo &cido cafeico no cha. O tempo de retencdo (T,) referente ao acido cafeico, no cha, foi
de 11,5 minutos de anélise. O cromatograma da injecdo do padréo, isolado, exibiu o pico no

T,=11,7.

Figura 5 - Identificacdo do padrédo &cido cafeico no ché da droga vegetal da A. pyrifolium
Mart.
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O acido cafeico é classificado como um composto fendlico que apresenta pronunciada
atividade antioxidante, que age neutralizando radicais livres que possam causar danos
oxidativos nas membranas celulares e no DNA (ALIYAZICIOGLU, 2013). O acido cafeico é
frequentemente encontrado em inumeras plantas na forma livre e em varias formas
esterificadas, sendo um intermediario chave na biossintese da lignana. O éacido cafeico
demonstrou possuir um amplo espectro de propriedades bioldgicas poderosas, incluindo
antiviral, antiestresse, além de efeitos quimiopreventivos contra o cancer. Estudos recentes
demonstraram que alguns produtos esterificados, derivados deste acido, também exibem
atividade antimutagénica, anticarcinogénica, anti-inflamatéria e imunomoduladora (BAE;
KIM, 2012).

A atividade antiviral do &cido cafeico foi comprovada atraves da inibicdo de enzimas
do tipo neuramidases do virus da gripe, sendo estas enzimas um alvo importante para o
desenho de farmacos anti-influenza. Os fragmentos das moléculas que possuiam o acido
cafeico exibiram boa atividade antiviral nestas células (XIE et al.; 2013).

A utilizacdo do acido cafeico e de outros compostos fenolicos foram capazes de inibir
a formacdo de biofilme produzido pelo fungo Candida albicans, sendo mais efetivos que o
medicamento de referéncia utilizado no tratamento de candidiases, o fluconazol. Os valores
de concentracdo inibitéria minima (CIM) foram significantes tanto nos estagios iniciais de



77

formacdo do biofilme, como em estagios mais avancados, atribuindo uma boa atividade
antimicrobiana ao acido cafeico (VITA et al., 2014).

A atividade anti-inflamatoria atribuida a planta medicinal A. pyrifolium pode estar
relacionada com a atividade anti-inflamatoria de compostos fendélicos, como o &cido cafeico,
uma vez que a sua presenca foi confirmada no cha. A inibicdo de enzimas envolvidas na
producdo de mediadores da inflamacéo atribui caracteristicas analgésicas, anti-inflamatorias e
antipiréticas a muitas moléculas que estdo atualmente disponiveis no mercado.

Desta forma, o &cido cafeico pode ser considerado o marcador quimico dessa planta,
possuindo propriedades bioativas responsaveis pela atividade anti-inflamatéria da planta A.
pyrifolium., no qual a sua presenca na matriz vegetal, confere beneficios devido a suas

diversas propriedades terapéuticas comprovadas.
Validagdo do método para quantificacao do acido cafeico

Segundo a legislacdo brasileira a linearidade é a habilidade de um método de
demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito
em um dado intervalo de variagdo. A linearidade do padrdo acido cafeico foi avaliada através
da injecdo em triplicata das concentragdes pré-estabelecidas (60, 80, 100, 120, 140, 160 e 180
ng mL™). Apds a construcdo da curva de calibracdo, obteve-se a equacdo da reta de regressdo
linear, através do método dos minimos quadrados, avaliando a adequacdo do modelo
proposto. Além disso, foi calculado o coeficiente de determinacdo (R%). A Figura 6 mostra a

curva de calibracdo obtida para o acido cafeico.
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Figura 6 - Curva de calibracdo para o &cido cafeico
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Fonte: Dados da pesquisa, 2018

A curva de calibracdo do acido cafeico € representada pela equacdo y = 21886 —
111872 com coeficiente de correlacdo R? = 0,9915, dentro de uma faixa linear de 60 a 180 pg
mL™. Segundo a resolucio de n° 166/2017, o valor para o coeficiente linear deve ser igual ou
superior a 0,98 (BRASIL, 2017). O valor encontrado pelo método proposto mostrou-se dentro
do valor estipulado, dando indicios de uma possivel correlacdo linear entre os valores. A
analise de variancia demonstrou a significancia do modelo linear.

O gréfico de residuos (Figura 7), utilizado para confirmar a linearidade, mostrou uma
distribuicdo homocedéstica dos residuos, num intervalo de confianca de 95%, garantindo
dessa forma uma maior confiabilidade dos dados obtidos (FERNANDES, 2017).
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Figura 7- Gréfico de residuos
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Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram determinados através da
curva de calibragdo, utilizando 95% de confianca. O LD foi de 2,24 pg mL™ e o LQ foi igual
a 6,78 ug mL™. O Limite de deteccdo é definido como sendo a menor quantidade do analito
em uma amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as
condicBes experimentais estabelecidas. J& o limite de quantificacdo é a menor quantidade do
analito em uma amostra que pode ser determinado com precisdo e exatiddo aceitaveis
(FRAQUETI, 2016).

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram considerados satisfatorios, visto que 0s
valores obtidos encontam-se muito abaixo do valor observado no modelo linear de calibragéo,
mostrando que possiveis ruidos na linha de base do equipamento ndo interferem na
determinacdo de solucBes com concentracfes dentro dos limites lineares da curva de
calibracdo (SANTANA, 2016). A validagdo do método cromatografico tornou possivel a
quantificacdo do teor de 4cido cafeico contido no ché, que foi de 11,3 ug mg™.

A determinacdo da precisdo costuma ser subdividida em repetibilidade (intra-dia), que
refere-se a precisdo do método durante um curto intervalo de tempo, sob as mesmas condicdes
de analise, precisdao intermediaria (inter-dia), que é a habilidade do método de fornecer os
mesmos resultados, sob as mesmas condi¢Bes analiticas, porém em dias diferentes e
reprodutibilidade, que é utilizada para demonstrar a precisdo do método em laboratdrios
diferentes (SPINOLA; LLORENT-MARTINEZ; CASTILHO, 2014).
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A anélise de precisdo do método foi determinada a partir de seis determinacbes de
solucdes independentes do padrdo, preparadas em um Unico dia e em dias diferentes pelo
mesmo analista e incluem, respectivamente, a determinacdo da repetibilidade e preciséo
intermediaria do método analitico. Foram considerados os valores de desvio padrdo e
coeficiente de variagdo (CV) como parametros para esta analise, onde os valores de CV néo
devem ultrapassar 5%. Os valores expostos na Tabela 7 mostram uma boa precisdo do método

desenvolvido.

Tabela 7- Precisdo do padréo &cido cafeico analisados em dois dias diferentes e por um
analista diferente

Média (area) DP CV (%)
Intradia 2557009 11461 0,54
Interdia 2457250 28737 1,16
Inter-analista 2347097 38102 1,61

DP — Desvio padédo, CV — Coeficiente de variagéo.

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

Neste estudo a exatiddo do método foi determinada a partir do ensaio de adi¢do de
padrdo, uma vez que se trata de uma matriz complexa, que consiste na adi¢do de quantidades
conhecidas da substancia de referéncia na matriz da amostra, neste caso o cha. A exatidao foi
expressa como o percentual de recuperacdo do composto referéncia (determinadas a partir do
intervalo de linearidade da andlise) adicionada a matriz (Tabela 8), sendo utilizada trés

concentracdes: uma baixa (60 pg mL™), uma média (100 pg mL™) e uma alta (120 pg mL™).

Tabela 8- Valores obtidos para o ensaio de recuperacéo pela metodologia de adicdo do padrao

Nivel DP CVv % de recuperacéao
Baixo 2,65 4,14 106,6
Médio 2,42 3,23 93,7
Alto 1,66 1,71 97,0

DP — Desvio padrdo, CV — Coeficiente de variacao.

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

A orientacdo da FDA para drogas estabelece a porcentagem de recuperacao seja de 80,

100 e 120% do valor esperado, e que o valor experimental seja realizado em triplicata. Para
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materiais botanicos e suplementos dieticos, onde o analito pode estar presente em um grande
intervalo de concentracdo, a recuperacdo deve ser determinada ao longo de todo o intervalo
analitico de interesse para 0 método (BETZ; BROWN; ROMAN, 2010).

Os limites de recuperacédo estabelecidos pela ANVISA, possuem intervalos de acordo
com a concentracdo do analito. Os valores de recuperacdo préximos a 100% sdo 0s mais
adequados, contudo, estes limites podem sofrer alteracfes de acordo com o tipo de andlise
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017). Segundo a Association of
Official Analytical Chemists International AOAC (2002) o intervalo de recuperagdo
recomendado para amostras de origem vegetal é de 75 — 120 %, para concentragdes na faixa
de 1,0 ug mL™. Dessa forma, a recuperacéo para o padréo acido cafeico encontra-se dentro do
especificado para matrizes vegetais, com uma variacdo inferior a 15%, possuindo também,
valores de CV inferiores a 5%, um outro critério estabelecido por regulamentaces.

A robustez do método analitico define a interferéncia de pequenas variagcBes no
funcionamento do equipamento nos resultados da analise. Tais variagdes das condicBes
analiticas nos permite conhecer quais fatores devem ser estritamente controlados durante as
anélises de rotina.

Através da analise de variancia (ANOVA), foi possivel observar que as variagdes nos
parametros escolhidos, ndo causaram interferéncia na area do pico nem no tempo de retencéo

do acido cafeico (p>0,05), como detalhado no gréafico de pareto (Figura 8):
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Figura 8 - Gréfico de Pareto - (a) influéncia dos fatores na area, (b) influéncia dos fatores no
tempo de retencéo.

(a) Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Vard (b) Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Vard
3factors, 1Blocks, 16 Runs, M5 Residual=139319E5 3 factors, 1 Blocks, 16 Runs; MS Residual=6875339,
V- Vard DV: Vard
1LhydL 1923712 (2)Concentracdo(L) i | 1,789564
(2)Concentragao(L) _.1.:12175 Concentragéo(Q) _-1 58796
2by3L J-.G?S%? Y(@Q) 5366503
1Lby2l 5107731 (VL) - 461434
Temperatura(Q) . 4663627 Temperatura(Q) 4364499
(3)Y(L) MSM 164 (1)Temperatura(L) -,146006
Y(Q) A21413 1Lby3L 0663396
(1)Temperatura(L) - 31813 aLbyl 0399116
Concentragéo(Q) 178411 Lby2L 037754
p=05 | | | p=05

Standardized Hfect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Dados da pesquisa, 2018

Avaliando o coeficiente de variacdo da analise dos valores das areas dos picos obtidos,
assim como os valores do tempo de retencdo, concluimos que o limite estabelecido (5%) foi
mantido, mostrando que o método pode ser considerado robusto, uma vez que resistiu a

variagOes realizadas na metodologia.

Inibic&o in vitro da desnaturacéo da albumina do ovo

Na Tabela 9, é possivel observar os valores do percentual de inibicdo, dos padrbes
utilizados, sobre a desnaturagdo da proteina do ovo. Este teste foi realizado com a finalidade
de investigar a atividade anti-inflamatoria do cha da droga vegetal. Através dos resultados,
observa-se que, a medida que a concentracdo das substancias diminui, ocorre uma diminui¢ao
do percentual de inibicdo. Varios farmacos anti-inflamatérios como a indometacina,
diclofenaco de sodio, acido salicilico e acido flufendmico possuem a capacidade de inibir a
desnaturacdo de proteinas (CORREA, 2014).
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Tabela 9 - Percentual de inibi¢do da desnaturacdo da proteina do ovo
Percentual de Inibicdo (%)

Concentracdo Padrdes
(MgmL™)  Acido acetil Nimesulida Dexametasona Acido
salicilico cafeico
100 1976+0,1 2685+1,0 268,5+52 244,7+37
80 143,3+0,1 210+0,7 210+1,0 2105+1,7
60 939+0,8 140+0,03 140+ 0,6 158,1+1,9
40 486+0,1 845+0,01 845+0,9 124 +1,3
20 16,5+0,1 22,2+0,07 22,2 +0,05 64,3+0,8

+: Desvio Padrdo

Fonte:dados da pesquisa, 2019.

Os padrdes utilizados possuem atividade anti-inflamatoria, sendo o &cido acetil
salicilico e a nimesulida um anti-inflamatério ndo esteroidal (AINES), agindo através da
inibicdo das cicloxigenases, envolvidas no desencadeamento de processos inflamatérios. A
dexametasona é um anti-inflamatdrio pertencente a classe dos corticoides. Sua atividade anti-
inflamatoria provém da inibicéo da sintese de proteinas pré-inflamatorias.

O é&cido cafeico, possui, dentre as suas atividades farmacologicas, atividade anti-
inflamatoria. Por ser um composto fendlico, compartilna da capacidade de inibir a ciclo-
oxigenase (COX), éxido nitrico sintase induzivel (iNOS), lipoxigenase, mono-oxigenase
microssomal, glutationa S-transferase, succinoxidase mitocondrial e NADPH-oxidase (LEITE
etal., 2015).

Na Tabela 10 estdo expostos os valores do percentual de inibicdo da desnaturacdo
proteica, provenientes do cha da droga vegetal em trés concentragdes testadas. A medida que
a concentracdo aumenta, o percentual de inibicdo também aumenta, podendo se concluir que

existe uma resposta dose-dependente.

Tabela 10 — Percentual de inibi¢do da desnaturagdo protéica do cha da droga vegetal.
Percentual de Inibicdo da Amostra

Concentracao (%) Percentual de Inibicao (%)
1,0 102,3 £ 0,03
2,5 148,9 £ 0,07
5,0 257,6 £ 0,18

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

A desnaturagdo de biomoléculas enddgenas tem sido bastante documentada em

processos inflamatarios, principalmente aqueles que estdo relacionados a doengas artriticas. A
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producdo de auto-antigenos em pacientes com artrite reumatéide pode levar ao
desencadeamento da desnaturacdo de proteinas in vivo, ocasionando a perda da sua funcéo
bioldgica. O descobrimento de moléculas, que possuem a propriedade de inibir a desnaturacao
de proteinas, em meio a processos inflamatdrios, podem ser empregadas em estudos mais
aprofundados, para avaliar a sua atividade anti-inflamatoria (GWATIDZO et al., 2018).

Estudos in vivo realizados recentemente, demostraram o potencial anti-inflamatério de
extratos obtidos da planta A. pyrifolium, sendo capaz de inibir o edema de pata induzido pelos
agentes flogisticos carragenina e veneno de cobra, bem como inibir a migracdo de leucdcitos
na peritonite induzida por carragenina (MESSIADES, 2014; DIAS, 2016).

A Aspidosperma pyrifolium também se mostrou eficiente na diminuigdo de contor¢des
abdominais induzidas por acido acético e na reducdo de lambeduras na pata ap6s o teste da
formalina nas suas duas fases, a fase neurogénica (curta duracdo com ativacdo de
nociceptores) e a fase inflamatoria (liberacdo de mediadores enddgenos ocasionando resposta
inflamatoria local) (MESSIADES, 2014; RODRIGUES, 2015).

A realizacdo de metodologias in vitro para avaliacdo da atividade farmacologica de
algumas substancias vem se destacando nos ultimos anos, uma vez que, a realizacao de testes
in vivo exibem certos problemas, principalmente problemas relacionados a aprovacao de
projetos no comité de ética animal, no qual orienta que havendo-se a possibilidade de
substituir um teste in vitro por um in vivo, deve-se aplica-lo (CHANDRA et al., 2012).

Através da equacdo da reta, obtida da plotagem dos dados das concentracGes das
solucdes estudadas (padrdes farmacoldgicos e cha da droga vegetal) com 0s seus respectivos
valores do percentual de inibigdo, foi possivel calcular os valores de I1Csg. Para o padrdo AAS,
foi obtido um valor de 1Cso = 95,2 pg mL™, para o nimesulida um valor de 73,9 pg mL™, para
a dexametasona 103,4 pg mL™ e para o 4cido cafeico um valor de ICs, = 34 pg mL™. Para o
cha da droga vegetal o valor de ICs, foi de 6,4%. O padréo acido cafeico se mostrou mais
potente dentre os demais padrdes utilizados, confirmando o seu potencial anti-inflamatério ja
descrito na literatura. O valor da ICsy do ché da droga vegetal demonstra que, a concentracao
que inibe 50% da desnaturacdo da proteina se mostra efetiva mesmo que em baixas

concentragGes.
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Avaliacao da atividade antioxidante do cha

Os radicais livres produzidos pelo organismo sdo controlados por substancias com
atividade antioxidante. O controle da producdo destes radicais previnem o aparecimento de
muitas doencas, como por exemplo, o cancer. Tal controle pode se dar pela utilizacdo de
compostos antioxidantes, provenientes da alimentacdo, de origem animal e vegetais. Desta
forma, uma substancia possui atividade antioxidante quando, em concentragfes baixas,
comparadas ao substrato oxidavel, retardam significativamente ou inibem a oxidacdo do
substrato (SOUSA et al., 2007).

O ensaio de DPPH foi realizado em uma microplaca de 96 pocos (Figura 9), sendo
possivel utilizar uma quantidade reduzida de reagentes e substancias, obtendo resultados de
forma rapida e de facil execucdo, gerando uma quantidade reduzida de residuos considerados
agressivos para o meio ambiente (FERNANDES, 2016).

Figura 9 - Ensaio do DPPH realizado em microplaca

=

Fonte: Dados da pesquisa, 2019
Na Tabela 11 é possivel observar um percentual de inibi¢cdo do &cido cafeico sob o
substrato oxidavel de 87,1%, demonstrando um bom potencial antioxidante. Outras atividades
antioxidantes relatados na literatura para o &cido cafeico, mostrou um percentual de inibicao
menor do que encontrado neste estudo (49,76 %) (OSORIO-ESQUIVEL et al., 2013).
O valor da concentracdo efetiva necessaria para se obter 50% do efeito antioxidante

méaximo estimado em 100% (ICsp) foi calculado através de uma regressao linear para cada
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padrdo e para o cha, onde a abscissa representava as concentragdes da amostra, e a ordenada a
porcentagem de Atividade Antioxidante (AA%). O valor da ICsy do cha foi maior do que o
valor do padréo &cido cafeico, uma vez que 0 mesmo €é constituido por uma matriz complexa,
nédo estando com 0 mesmo grau de pureza do padréo.

Os valores de ICs, expostos na tabela visam demonstrar a capacidade que
determinados compostos possuem em inibir 50% da oxidagdo da concentragdo inicial do
radical DPPH. O 4&cido cafeico exibiu uma ICsy de 3,44 ug mL™ Quanto menor o valor
obtido, maior sera a capacidade antioxidante. Resultados préximos, ao obtido na analise, de
ICso para o acido cafeico foi encontrado por Magnani (2014).

A potente atividade antioxidante dos nucleos fenolicos vem sendo demonstrado, ao
longo dos anos, por diversos autores (MIHARA et al., 2005; MEDA et al., 2005; WU et al.,
2005). A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel
importante na neutralizagdo ou sequestro de radicais livres (OSORIO-ESQUIVEL et al.,
2013).

Tabela 11 — Valores obtidos da avaliacdo da atividade antioxidante do padréo acido cafeico e

0 ch& da droga vegetal

Concentracdo (ug mL™) Padrdo Acido Cafeico
DPPH livre (%) |C5o
5 (ug mL™)
87,1 3,44
Concentracdo (ug mL™) Cha da Droga Vegetal
DPPH livre (%) ICs0
5 (ug mL™)
52,0 18,6

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Muitos processos inflamatorios induzem o estresse oxidativo, produzindo radicais
livres no organismo humano, sendo interessante administrar uma substancia que possua
atividade anti-inflamatdria e antioxidante ao mesmo tempo, para inibir e prevenir essa
producdo. O 4&cido cafeico reune essas duas propriedades, podendo ser demosntrada em

estudo por Wang (2013), sendo um agente anti-inflamatorio e potente antioxidante.
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O ché& da droga vegetal, preparado na mesma concentracdo do padrdo, demonstrou
uma boa capacidade antioxidade, com um valor de ICs baixo (18,6 ug mL™). A atividade
antioxidante de plantas medicinais pertencentes ao género Aspidosperma, sempre foi bastante
documentado na literatura cientifica, sendo comprovada em diversos estudos (BARBOSA,
2008; BRITO et al., 2015; PESSINI, 2015).

CONCLUSAO

A diminuicdo do tamanho de particula influenciou na quantidade de metabdlitos
extraidos, podendo ser observado através da andlise fitoquimica. Porém, a particula de menor
tamanho apresentou maior toxicidade, quando comparada as demais particulas, tendo em vista
que particula APO5 apresentou capacidade de hemolisar 50% dos eritrdcitos para todos 0s
grupos sanguineos analisados. Neste trabalho a caracterizacdo quimica por CLAE-UV do cha
de A. pyrifolium permitiu a identificacdo o composto ativo acido cafeico, sendo 0 método de
quatificacdo desenvolvido, linear, sensivel e robusto, obedecendo a todas as especificacdes
estabelecidas pelas normas vigentes. Através de metodologias in vitro foi possivel observar
que o cha da droga vegetal possui indicios de atividade anti-inflamatdria e antioxidante,

sendo imprescindivel uma investigacdo mais aprofundada de tais atividades.
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Capitulo Il — Artigo 11
3 CARACTERIZACAO TERMICA DA DROGA VEGETAL DE Aspidosperma

pyrifolium MART.

Artigo aceito para publicacdo on line no Journal of Thermal Analysis and
Calorimetry (ANEXO 1)
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Caracterizacdo térmica da droga vegetal de Aspidosperma pyrifolium Mart.
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RESUMO

Aspidosperma pyrifolium Mart é uma planta endémica do nordeste brasileiro, amplamente
utilizada na medicina popular devido as suas propriedades anti-inflamatorias e analgésicas. E
popularmente conhecida como Pereiro, e usado para tratar varias doencas, como febre,
hipertensdo, ictericia, dismenorréia, distlrbios gastrointestinais e malaria. Assim, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar, por técnicas analiticas, a droga vegetal da planta A. pyrifolium
em diferentes tamanhos de particulas para uso na producdo de cha. Para caracterizacdo, foram
utilizadas técnicas de analise térmica, microscopia Optica (MO) e espectroscopia no
infravermelho proximo (NIR). Apds tamisacdo, foram obtidas cinco amostras, denominadas
APO1 (>355 um), AP02 (>180 um), AP03 (>155 pm), AP04 (>75 um) and AP05 (>38 um).
As curvas termogravimétricas mostraram trés etapas de decomposicdo, com diferentes
porcentagens de perda de massa. O segundo evento de decomposicdo apresentou a maior
perda de massa para as cinco particulas. As curvas DTA das cinco amostras mostraram um
primeiro pico endotérmico em 91,70, 96,22, 96,29, 91,09 e 86,32 °C para AP01, AP02, AP03,

AP04 e APOQ5, respectivamente. A decomposicao de todas as particulas ocorreu a partir de
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200 °C. A energia de ativacdo obtida através de modelos cinéticos mostrou diferencas
significativas entre as duas metodologias empregadas. Os espectros NIR foram tratados
usando ferramentas quimiomeétricas, incluindo analise de componentes principais (PCA) onde
duas PCs foram necessariass para separar as amostras adequadamente. As técnicas analiticas
utilizadas neste estudo permitiram caracterizar adequadamente os pds podendo ser utilizados

na producéo de cha.

Palavras-chave: Controle de Qualidade, Técnicas Analiticas, Quimiometria, Cha.

INTRODUCAO

A Farmacopéia Brasileira e os cddigos oficiais estabelecem parametros para avaliar a
qualidade dos insumos farmacéuticos, entretanto, para ingredientes farmacéuticos ativos
vegetais, esses pardmetros sdo escassos para varias espécies de plantas. A obtencdo de um
fitoterapico requer a garantia da qualidade quimica da planta, para que sua atividade bioldgica
e seguranca ndo sejam afetadas. Durante o processo de producéo, o controle da granulometria
€ um passo importante, uma vez que os diferentes tamanhos das particulas influenciam
diretamente nas caracteristicas do produto final. Os métodos analiticos atualmente utilizados
sdo Uteis para caracterizar farmacos vegetais, garantindo a eficacia de seu uso, além de serem
utilizadas pelas empresas durante as etapas de producdo e controle de qualidade de chas
(BRANDAO et al., 2016; SANTANA et al., 2018).

A Confederacdo Internacional de Analise Térmica e Calorimetria (ICTAC) estabelece
que os parametros para estudos cinéticos ndo isotérmicos devem ser determinados através de
modelos livres, como nos modelos isoconvercionais, que sdao divididos em duas categorias:
diferencial e integral. Muitos modelos matematicos de isoconversao tém sido utilizados para
caracterizar ingredientes farmacéuticos ativos, tais como Flynn-Wall-Ozawa, Kissinger-
Akira-Sunose, Friedman, Li-Tang, Coats-Modified Redfern e Vyazovkin (VYAZOVKIN et
al., 2014). Utilizando metodologias obtidas a partir de estudos térmicos, é possivel obter
informacdes mais precisas sobre qual matéria-prima € mais ou menos estavel termicamente
(BARBADILLO et al., 2007).

Em comparagdo com outras técnicas analiticas, a microscopia éptica, embora simples,
é uma ferramenta util que fornece imagens da morfologia das particulas. Esta tecnica, por

exemplo, foi utilizada em um estudo de pré-formulacdo utilizando Schinopsis brasiliensis
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Engler e excipientes farmacéuticos para identificar incompatibilidades (FERNANDES et al.,
2016).

O infravermelho proximo (NIR) é uma técnica de espectroscopia vibracional que
permite analisar rapidamente, sem reacGes quimicas, amostras de bebidas, cigarros, alimentos,
combustiveis e farmacos (MELO et al., 2013). Mas, essas técnicas analiticas apresentam
sinais espectrais muito complexos, sendo necessario o uso de analise multivariada,
empregando técnicas quimiométricas. Neste sentido é possivel determinar a concentracdo de
analitos, propriedades quimicas e fisicas. Mas também é possivel utilizar técnicas de
reconhecimento de padrdes, agrupando as amostras. A técnica mais utilizada para agrupar
amostras é a Analise de Componentes Principais (PCA), que pode ser aplicada em analise de
tamanho de particula (SANTOS; PEREIRA; KORNDORFER, 2010).

A familia Apocynaceae apresenta uma grande variedade morfolégica (CONCEICAO;
LIMA; SOTO-BLANCO, 2010), caracterizada pela presenca de vasos lactiferos e uma
diversidade de substancias resultantes do seu metabolismo secundario, os quais estdo
envolvidas em atividades farmacoldgicas. Entre os metabolitos secundarios podem ser
encontrados glicosideos cardiativos e alcaldides do tipo inddlicos. O género Aspidosperma
apresenta grande relevancia fitoquimica e € encontrado principalmente na América do Sul, em
biomas como o Cerrado, a Caatinga € em algumas florestas. A. pyrifolium é uma espécie
relevante na medicina popular, sendo utilizada devido as suas propriedades antiinflamatérias e
analgesicas, principalmente no trato urindrio, em algumas dermatites, dores estomacais,
caimbras, pruridos e diarréia. (CONCEICAO; LIMA; SOTO-BLANCO, 2010; KITAJIMA et
al., 2013).

A obtencdo de particulas € um passo critico, pois qualquer alteracdo na sua
granulometria pode resultar em particulas com tamanhos heterogéneos e nao uniformes
(CORREIA et al., 2016; CORREIA et al., 2018). Assim, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar, através de técnicas analiticas, a Aspidosperma pyrifolium Mart. em diferentes
tamanhos de particulas para uso na producéo de cha.

MATERIAIS E METODOS

Obtencéo dos pos

As cascas da Aspidosperma pyrifolium foram coletadas na regido semiarida da

Paraiba, (7°13°50’S,52°52”W). O material botanico foi identificado pelo professor Leonardo
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Pessoa Félix e a exsicata depositada no herbario Jayme Coelho de Moraes, na Universidade
Federal da Paraiba — UFPB, sob nimero 20104. O material vegetal coletado foi submetido a
secagem em estufa de circulacdo de ar, a 40 °C e pulverizado em moinho de facas, o qual
possuia um tamis de 10 mesh acoplado. Os p6s obtidos, com diferentes granulometrias, foram
denominados de APO1 (>355 um), AP02 (>180 pum), AP03 (>155 pum), AP04 (=75 um) e
APO5 (=38 um), acondicionados separadamente em frascos de polietileno branco, fosco e
devidamente fechados, para protecdo da luz e da umidade e armazenados a temperatura
ambiente de 25°C.

Analise térmica diferencial (DTA)

As curvas de analise térmica diferenciail dos pds (APO1, AP02, AP03, AP04, AP05)
foram obtidas em um analisador térmico da Shimatzu, utilizando cadinhos de aluminio com
cerca de 2 + 0,1 mg de amostra sob atmosfera de nitrogénio, no fluxo de 50 mL min™. Os
experimentos foram realizados no intervalo de temperatura de 25 a 450°C, com razdo de

aquecimento de 10 °C min™.

Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas dinamica dos pés (AP01, AP02, APO3, AP04, APQ5),
foram obtidas em um analisador térmico da Shimatzu, utilizando cadinhos de alumina, com
cerca de 8 + 0,1 mg, sob uma atmosfera de nitrogénio a 50 mL min™. Os experimentos foram
realizados no intervalo de temperatura de 25 a 900°C, com razdo de aquecimento de 10 °C

min’™.,

Estudo cinético das particulas

As analises termogravimétricas foram realizadas em um analisador térmico simultaneo
(Shimadzu DTG-60). As amostras (8 mg) foram analisadas em porta amostras de alumina,
sob atmosfera de nitrogénio com vazdo de 50 mL min™, em razdes de aquecimento de 10, 20
e 40 °C min™ e uma faixa de temperatura de 25 a 900 °C. Os métodos de FWO, KAS, foram
utilizados para determinar os parametros da cinética de analise térmica.

O método FWO ¢ explicado pela equacdo:
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Ja 0 método KAS é explicado pela equacéo:

In ﬁ =In AR —i ®)
T2 =~ EG(a) RT

Onde onde B ¢ a taxa de aquecimento linear (°C min™); E é a energia de ativacéo (J
mol™); A é o fator pré-exponencial; R é a constante molar dos gases; G(a) ¢ a fungdo integral
do mecanismo (ZHOU; SHENG, 2012).

Microscopia Optica

Foram avaliados parametros fisicos, como circunferéncia, raio, diametro e area das
particulas do pd, pela técnica de video microscopia, utilizando um microscépio optico digital
de marca Hirox®, modelo KH - 770. Esses parametros foram determinados pela média de

vinte medidas.

Espectroscopia no infravermelho préximo (NIR)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho préximo foram obtidos com um
espectrofotdbmetro Perkin EImer® Lambda 750 na regido de 750 a 2500 nm, com resolucdo de
2 nm, usando o acessorio Praying Mantis®, no modo de refletdncia. Os po6s da droga vegetal
foram analisados em quintuplicata (n = 5) e a curva espectral construida a partir da média das
cinco curvas obtidas. Os espectros NIR foram usados para caracterizar os pés e verificar

diferencas de tamanho entre as amostras, agrupando-as.

Andlise quimiométrica

Dados espectroscopicos, obtidos a partir dos pdés com diferentes tamanhos de
particulas, foram submetidos a técnica de reconhecimento de padrdes ndo supervisionados por
Anélise de Componentes Principais, utilizando o software The Unscrambler 9.8. Para melhor
visualizacdo dos dados, eles foram pré-processados, aplicando uma correc¢do da linha de base

dos espectros.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Anélise térmica diferencial

As curvas de DTA dos p6s nas diferentes granulometrias 355, 180, 150, 75 ¢ 38 um
(Figura 10), mostram eventos decorrentes de transi¢coes de fases em fungdo da temperatura,

em que sdo evidenciados eventos térmicos caracteristicos da decomposicédo da droga vegetal.

Figura 10 - Curvas DTA das cincos particulas com granulometrias diferentes
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017

A Anélise Térmica € baseada na interpretacdo dos picos endotérmicos e exotérmicos,
gue aparecem ao longo das curvas. Esses eventos nos permitem obter informac@es qualitativas
e quantitativas, através do formato e posicdo de tais picos, por exemplo (FERNANDES et
al.,2018; SANTANA et al., 2018).

Os primeiros picos endotérmicos presentes nas curvas das cinco amostras
apresentaram temperaturas de pico entre 91,70 e 86,32 °C para AP01, AP02, AP03, AP04 e

APOQ5, respectivamente, com temperatura inicial entre 35,78 - 111.15 °C. Uma das
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caracteristicas de drogas vegetais & apresentar morfologia amorfa e, assim, eventos
endotérmicos podem ser atribuidos a evaporacdo da agua da umidade ambiente, pois as
matrizes amorfas sdo muito higroscopicas (CORREIA et al 2013). Estes processos ocorrem
devido a decomposicdo térmica de alguns metabolitos secundarios, como alcaldides,
flavondides e taninos, uma vez que, alguns destes metabdlitos foram encontrados na espécie
em estudo. Os processos de degradacdo das particulas foram iniciados em 350 °C.

O segundo evento endotérmico, para todas as particulas, ocorreu na faixa de 137,99 a
200,80 °C, com temperatura de pico entre 183,35 e 185,84 °C. Os valores de perda de calor,
quando submetidos ao teste de analise de variancia (ANOVA) com posterior teste de Turkey,
mostraram diferencas significativas entre as particulas (p=0,0006), considerando (p<0,05),
sendo possivel diferencia-las de acordo com a energia liberada. Estudos recentes revelam que
drogas vegetais com diferentes tamanhos de particulas podem ter comportamentos térmicos
diferentes (CORREIA, 2011).

O terceiro evento endotérmico ocorreu na faixa de temperatura entre 322,36 - 382,68
°C, com temperatura de pico entre 383,00 e 349,11 °C, respectivamente, para AP01, AP02,
AP03, AP04 e APO5 (Tabela 12), seguido de um evento exotérmico, referente a
decomposicédo das particulas. VariacGes de Tonset, Tendset € entalpia dos trés eventos térmicos
observados nas curvas de DTA, sdo sugestivas de diferencas no comportamento térmico das
particulas.

Os materiais vegetais sdo compostos de matrizes complexas, o que prejudica a
qualidade dos picos em DTA, onde a ma qualidade dos mesmos pode ser atribuida a alguns
fatores, como: imperfeicBes das particulas que constituem o fitoterapico, perda de produtos
gasosos no aquecimento da amostra e presencga de impurezas. Esses fatores contribuem para

picos endotérmicos com larguras defeituosas.



Tabela 12 - Dados da analise térmica diferencial das particulas

Pico 1 Pico 2 Pico 3
Amostras
o AH/J o o AH/J o o AH/J o
Tpico/ C g-l Tinicial e finaI/ C Tpico/ C g-l Tinicial e finaI/ C Tpico/ C g-l Tinicial e finaI/ C
APO1 91,70 322,19 63,07-117,43 183,53 94,25 161,91-200,80 383,00 35,31 373,90 — 437,53
APO02 96,22 260,42 66,12-12446 18584 56,08 159,15-198,45 382,68 106,95 335,76 — 382,68
APO3 96,29 501,02 35,78-130,53 183,35 96,92 157,85-196,58 341,43 154,40 324,22 — 360,63
APO4 91,09 360,75 50,54-11580 136,54 47,35 148,57-189,53 327,37 35,31 323,87 — 353,36
APQ5 86,32 242,93 5159-112,38 179,83 28,96 137,99-189,13 349,11 1,07 322,36 — 433,11

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

101
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Termogravimetria (TG)

Estudos recentes utilizando termogravimetria mostraram uma diferenca no perfil
térmico de particulas com diferentes tamanhos de drogas vegetais. Diferencas observadas em
seus sinais analiticos sugerem uma diferenca quimica e fisica induzida pela diferenca na
granulometria (MELO et al., 2013).

As curvas termogravimétricas do pé fitoterapico apresentaram trés etapas de
decomposicdo. O primeiro estagio (Figura 11) ocorre em uma faixa de temperatura de 19,77 a
78,50 °C, o que pode ser atribuido a perda de compostos volateis, como por exemplo a agua,
estando presentes em amostras vegetais. Para esta etapa, as perdas de massa foram de 9,98,
7,76, 8,35, 7,70 e 5,96% para APO1, AP02, AP03, AP04, APO5, respectivamente.

Figura 11 - Curvas TG para as cinco particulas com granulometrias diferentes

—— APO1
_ —— APO2
—— APO3
i —— APO4
—— APO5
80
X 60
T
?
©
= 4
20
0

I 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperatura/°C

Fonte: Dados da pesquisa, 2017

A Farmacopéia Brasileira, para realizar o controle de qualidade de insumos
farmacéuticos ativos, estabelece um limite maximo de 14% de umidade. Os resultados da TG
possibilitam determinar o teor de umidade de fitoterapico e, com esses resultados, estabelecer

formas de controle dos parametros de secagem, evitando o crescimento de microrganismos,
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reacbes quimicas e posterior degradacdo das amostras (MEDEIROS; MEDEIRQOS;
MACEDO, 2001).

Moléculas maiores sdo degradadas nas etapas seguintes, como pode ser atribuido ao
segundo evento, que ocorreu na faixa de 259,06 a 363,68 °C, com uma perda de massa de
54,64% para AP0O1, 56,57% para AP02, 55,20% para APO3, 53,95% para AP04 e 53,23%
para APO5, representando o estigio em que houve maior degradacdo das amostras. Este passo
de degradacdo ocorreu perto do intervalo de temperatura do segundo evento térmico das
curvas de DTA.

Na terceira etapa, com temperatura inicial de 431,11 °C e término a 904,80 °C, ouve
perda de massa de 23,94, 10,15, 12,78, 13,55 e 15,68% para APO01, AP02, APO3, AP04,
APOQ5, respectivamente, correspondentes as cinzas das amostras. Nesta etapa, 0s constituintes
da amostra que foram carbonizados constituem a matéria inorganica e os residuos que nédo
podem se degradam nessa atmosfera.

As matrizes vegetais sd0 compostas por varios componentes, sendo uma mistura de
compostos organicos e inorganicos. A decomposicdo térmica dessas substancias é resultado
de fendbmenos fisico-quimicos, que ocorrem apds o agquecimento. A Tabela 13 apresenta 0s
valores associados aos passos de decomposicdo termogravimeétrica das cinco amostras de

Aspidosperma pyrifolium Mart.
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Tabela 13 - Dados das temperaturas de decomposicao das particulas
Amostras Tonset/°C Tenaset!°C ~ Perda de

massa/%
63,76 76,70 9,08
AP01 280,00 349,29 54,64
498,56 606,20 23,94
55,58 78,50 7,76
AP02 279,82 363,68 56,57
508,34 610,65 10,15
52,01 67,36 8,35
APO3 269,33 36274 5520
675,94 904,80 12,78
51,47 71,49 7,70
APO4 250,06 353,13 53,95
431,11 562,43 13,55
19,77 65,01 5,96
APOS 250,85 345, 31 53,23
696, 26 792,76 15,68

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Através dos dados da TG expostos na tabela 13, podemos observar que a medida que o
diametro da particula ia diminuindo, a temperatura inicial de decomposi¢do também diminuia,

evidenciando a pouca estabilidade térmica das particulas com uma maior area superficial.

Estudo do comportamento cinético das particulas

As curvas TG das particulas obtidas nas razes de aquecimento (B) de 10, 20 ¢ 40 °C
min™ (Figura 12) mostraram o mesmo perfil térmico, com apenas um deslocamento de curvas
devido a diferentes razdes de aquecimento. As razGes de aquecimento podem deslocar eventos
termogravimétricos para temperaturas maiores ou menores, bem como influenciar o nimero
de etapas de decomposi¢do, causando variagdes nos valores de perda de massa, induzindo
erros. Neste contexto, é fundamental utilizar razdes de aquecimento diferentes na analise
termogravimétrica (CORREIA et al., 2015; VENKATESH; RAVI; TEWARI, 2011).

A energia de ativacdo representa uma barreira pela qual toda reacdo quimica precisa

ser transposta para comecar. E um dos parametros cinéticos mais importantes a serem
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determinados. Os modelos cinéticos utilizados no estudo foram: Flynn-Wall-Ozawa e
Kissinger-Akira-Sunose. As faixas de temperatura e a perda de massa (Tabela 14), obtidas em
trés razdes de aquecimento, da segunda etapa de decomposicdo das particulas foram

selecionadas, logo apds a etapa de decomposi¢ao das substancias volateis.
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Figura 12 - TG das particulas em diferentes razdes de aquecimento: (a) AP01, (b) AP02, (c)
APO03, (d) APO4 e (e) AP0O5
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Os modelos cinéticos de Flynn-Wall-Ozawa (FWO) e Kissinger-Akira-Sunose foram
aplicados em nove fragdes de decomposicdo (0,1 <a <0,9). A energia de ativacdo (Ea) foi
calculada pelo coeficiente angular das retas obtidas pelo logaritmo de  versus 1000T para o
modelo FWO.

A energia de ativagdo (kJ mol™) para as cinco particulas foi calculada multiplicando-se

o coeficiente angular da linha pela constante dos gases (R = 8,31 kJ mol™). Foi possivel
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observar que no modelo cinético de FWO (Tabela 14), que a energia média de ativacdo das
particulas tendeu a aumentar até a particula AP03, com diminuicdo para as particulas AP04
(105,65 kJ mol™) e APO5 (100, 92 kJ mol™).

Para o estudo cinético do KAS (Tabela 14), a energia média de ativacdo das cinco
particulas aumentou conforme o didmetro das particulas ia diminuindo, mas no AP05 (38 pm)
a energia média de ativacdo diminuiu para 100,04 kJ mol™, sendo o mesmo valor obtido a
partir do estudo cinético de Ozawa. Essas diferencas observadas em nosso estudo podem estar
relacionadas a ocorréncia de multiplos eventos que podem estar ocorrendo na faixa de
trabalho escolhida, uma vez que utilizou-se uma energia de ativagdo superior a 20 °C mim™
(TITA; FULIAS; TITA, 2011).

A andlise de variancia e posterior teste de Turkey indicaram que o modelo FWO foi
mais sensivel que o KAS para a diferenciacdo do tamanho das particulas em relacdo a sua
energia de ativacdo. 1sso pode ser explicado porque o modelo KAS leva em consideracdo o
pico de temperatura das fragdes (o) na constru¢do do modelo matematico cinético.

A influéncia do tamanho das particulas na energia de ativacdo média avaliada pelos
dois métodos, KWO e KAS, mostra que as particulas com menor area superficial apresentam
maior resisténcia na transferéncia de calor, sendo este efeito mais acentuado para as particulas
APQO1, APO2 e APO3, onde este parametro pode ser levado em consideragédo na escolha da

particula que sera utilizada como matéria-prima na fabricacdo de um futuro fitoterapico.



Tabela 14 - Valores da energia de ativagdo para as cinco particulas, utilizando razdes de aquecimento diferentes

Amostras

Faixas de temperatura (T onset and enset/ " C)

(p) 10 °C min™

(B) 20°C min™

(B) 40°C min™

Energia de ativacdo/kJ mol™

FWO

KAS

APO1
APQ2
APO3
APO4
APO5

265,74 — 300,80
224,72 - 251,04
225,35 - 321,57
224,16 - 274,33
221,65 - 251,85

243,43 - 280,09
243,03 - 271,56
259,54 - 277,32
247,65 - 257,43
229,08 - 242,07

222,22 - 255,23
250,03 - 272,56
252,65 - 273,25
245,35 - 270,73
251,43 - 284,56

100,92 + 10,76
117,76 + 5,91
118,85+ 8,73
105,65 + 15,29
100, 92 + 10,70

100,40 + 11,86
114,8 £ 5,17
1148 + 14,74
115,98 + 7,72
100,4 + 11,76

Fonte: Dados do autor, 2018,
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Microscopia Optica

A caracterizacdo de fitoterapicos € um passo que permite um melhor controle no
desenvolvimento de um fitoterdpico de qualidade. A padronizacdo da granulomentria de
espécies vegetais deve ser considerada, objetivando um rigoroso controle de qualidade
(CORREIA et al,, 2015). Particulas esféricas tém comportamento diferente daquelas que
possui um formato que ndo se encaixa em nenhuma das formas geométricas, exigindo uma
padronizacdo efetiva, uma vez que a forma da particula serve como um indicador da
reprodutibilidade de um processo (KECK; MULLER, 2008).

A microscopia Optica é uma ferramenta Gtil para verificar tamanhos de particulas e sua
distribuicdo (Figura 13). Usando esta técnica, foi possivel observar a ndo uniformidade
morfoldgica dos pés APO1 (Fig 13a), AP02 (Fig, 13b), APO3 (Fig, 13c), AP04 (Fig, 13d) e
APO5 (Fig, 13e), 0 que pode ser explicado pela pouca eficiéncia do processo de pulverizacdo
empregado.

Os valores médios dos diametros obtidos pela analise microscopica foram de 258,0,
180,6, 173,2, 83,2 e 37,4 um para APO1, AP02, AP03, AP04 ¢ APO5, respectivamente. As
amostras AP03 e AP04 apresentaram particulas com didmetros superiores aos especificados

nas peneiras (150 e 75 pum, respectivamente) utilizadas no processo de separagao.
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Figura 13 - Microscopia Optica dos pds em diferentes tamanhos de particulas: 355 pum (a), 180
pum (b), 150 um (c), 75 pum (d) e 38 um (e)

Alguns fatores podem favorecer negativamente a passagem ou a retencdo do p6 na
malha errada, como por exemplo, furos na malha do tamis facilitam a passagem de particulas



111

maiores, assim como a absorcdo de umidade pelos pds pode causar a formacdo de granulos,
impedindo a passagem de particulas menores, ou mesmo a adesdo delas a locais especificos
das peneiras. A agitacdo irregular, a velocidades ndo especificadas em compéndios oficiais
para materias-primas vegetais, também influenciara negativamente no processo de separacao.

As particulas podem atravessar a malha de vérias maneiras, por ndo possuirem
formatos caracteristicos, a mesma particula pode passar pela peneira na direcdo longitudinal,
ndo sendo classificada corretamente de acordo com seu didmetro. Além disso, esta mesma
particula na direcdo transversal pode ser retida na peneira que ndo corresponde ao seu
didmetro real (CORREIA et al,, 2015).

Espectroscopia de infravermelho proximo

Para realizar as analises quimiométricas, os dados foram organizados em matrizes nas
quais as linhas (n) se referem aos espectros das amostras e (i) as variaveis analisadas no
estudo, que no caso dos dados espectrais NIR, sdo os sinais de reflectancia, transformada em
absorbancia.

A matriz de dados obtida apds anélise foi constituida de 60 linhas (amostras) e 1404
colunas (variaveis). Os espectros dos dados obtidos foram pré-processados, de modo a
destacar as diferengas entre as amostras. A técnica de pre-processamento mais adequada, com
a qual foi obtida uma melhor visualizacdo da separacdo das particulas, foi a correcéo da linha
de base. Essa técnica transforma uma linha de base inclinada em uma linha de base horizontal.
Ao realizar o pré-processamento das amostras, as informagdes menos importantes s&o
eliminadas, tornando a matriz de dados mais objetiva, permitindo uma posterior analise
exploratéria dos dados (SOUZA et al,, 2013; MELO et al,, 2013).

Na andlise de componentes principais foram selecionados 3 PCs, dentre as quais a
primeira foi capaz de explicar 94% dos dados, e a segundo e a terceira PCs corresponderam a
3% do restante dos dados. Apos a terceira PC, a variancia explicada pelo modelo, mostra uma

ligeira diminuicdo (Figura 14).
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Figura 14 - Variancia explicada pelo modelo quimiométrico
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017

As amostras sdo visualizadas no grafico de scores (Figura 15), onde sdo projetadas em
um novo eixo (PC's). De acordo com a granulometria dos pés, foi possivel visualizar uma
tendéncia a formacdo de grupos, embora houvesse algumas semelhancas entre alguns
tamanhos que foram obtidos no processo de separacéo.

O modelo quimiométrico foi capaz de discriminar as particulas de acordo com sua
granulometria, dividindo-as em cinco grupos diferentes. As particulas com o menor didmetro
(APO5) apresentaram menor absorbéncia (0,128-0,210). Algumas amostras foram definidas
como amostras andmalas, uma vez que ndo atribuiram importancia ao modelo, podendo ser

posteriormente retiradas da matriz.
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Figura 15 - Grafico de scores
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Analisando o grafico de escore, pode-se concluir que, embora 0 p6 da droga vegetal
tenha sido submetido ao processo de peneiramento, a separacdo do tamanho das particulas
pelo método convencional ndo foi eficiente.

O controle da granulometria na inddstria farmacéutica € um passo critico no
desenvolvimento de fitoterapicos. O estado de particdo do farmaco vegetal influenciard no
teor de metabolitos secundarios extraidos, além de poder potencializar os efeitos
farmacoldgicos e toxicoldgicos (KECK; MULLER, 2008). Desta forma, existe a necessidade
de implementacdo de uma metodologia que permita identificar mais rapidamente e
eficientemente o grau de particdo das matérias-primas vegetais.

Técnicas que usam dados quimicos de algumas substancias podem otimizar a
eficiéncia das analises de controle de granulometria na indlstria farmacéutica. A
implementagdo da espectroscopia de infravermelho € uma técnica difundida, que permite
resultados rapidos com baixo consumo de amostras. Técnicas quimiométricas aplicadas a
dados espectrais do NIR podem ser usadas para melhorar o controle de qualidade de
ingredientes farmacéuticos ativos de plantas, onde haveria uma padronizacdo mais eficiente
do tamanho das particulas (TITA, FULIAS; TITA, 2011).
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CONCLUSAO

As técnicas termoanaliticas forneceram temperaturas iniciais e finais dos eventos
térmicos do DTA, assim como a energia envolvida no processo, que mostrou diferengas
significativas para as cinco particulas. O modelo cinético do FWO foi mais sensivel para
detectar diferencas na energia de ativagdo entre as particulas. Usando microscopia Optica,
concluiu-se que as técnicas utilizadas no processamento do matérial vegetal para a obtencédo
de particulas, com tamanhos diferentes, foi ineficientes, evidenciando a necessidade de se
utilizar técnicas acessiveis, rapidas e eficientes, como por exemplo, o emprego de dados

espectroscopicos obtidos no NIR, processados através de ferramentas quimiométricas,
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Abstract

Aspidosperma pyrifolium Mart. is an endemic plant from Brazilian northeastern, which is widely used in folk medicine to
treat dermatitis, gastritis, and malaria due to its anti-inflammatory activity. Thus, the aim of this work was to characterize
by analytical techniques A. pyrifolium in different particle sizes to use in the production of tea. For characterization,
thermal analysis, optical microscopy, and near-infrared spectroscopy (NIR) techniques were used. After sieving, five
samples, named APOI (> 355 pm), APO2 (= 180 pm), APO3 (= 155 um), APO4 (= 75 pm), and APOS (> 38 pum), were
obtained. Thermogravimetry curves showed three steps of decomposition, with different percentages of mass loss. The
second step of decomposition showed the highest mass loss for the five samples. DTA curves of five samples showed a first
endothermic peak at 91.70, 96.22, 96.29, 91.09, and 86.32 °C for APOI, AP02, AP03, AP04, and APOS, respectively.
Decomposition of all particles occurred from 200 °C. The activation energy obtained through kinetic models showed
significant differences between the two methodologies employed. NIR spectra were treated using chemometric tools,
including principal component analysis and two PC were necessary to properly separate the samples. The analytical
techniques used in this study allowed us to properly characterize the powders and could be used in the production of tea.

Keywords Quality control - Analytical techniques - Chemometrics - Pereiro - Tea

Introduction

The Brazilian Pharmacopoeia and its official codes estab-
lish parameters to evaluate the quality of pharmaceutical
ingredients. However, for active vegetal pharmaceutical
ingredients, these parameters are scarce for several plant
species. Obtaining a herbal medicine requires safeguarding
the pharmacological and chemical qualities of the plant to
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ensure that the biological activity and safety of the medi-
cation are not affected. During the production process, the
control of the granulometry is an important step, since the
different sizes of the particles directly influence the char-
acteristics of the final product. Consequently, analytical
methods used are useful to characterize plant drugs,
ensuring the efficacy and efficiency of its usage by com-
panies during the production and quality control stages
[1.2].

The International Confed: of Thermal Analysis
and Calorimetry (ICTAC) establishes that par s for
non-isothermal kinetics studies should be determined
through free models, i.e., isoconversional models, which
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