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RESUMO

Justicia pectoralis (Acanthaceae), conhecida popularmente como chamba, é uma
erva empregada principalmente no tratamento da asma, sob a forma de preparagdes caseiras
ou de fitoterapicos em Programas Governamentais de Fitoterapia. Além disso, essa espécie
esta na Relacdo de Plantas Medicinais de Interesse para o SUS (Renisus). Pelo menos parte da
atividade antiinflamatoéria e broncodilatadora, determinadas anteriormente, estdo relacionadas
a presenca de cumarina (CM) e umbeliferona (UMB), considerados principios
ativos/marcadores quimicos da planta. No sentido de inovar e agregar mais tecnologia aos
fitoprodutos derivados de J. pectoralis, o presente estudo objetivou desenvolver o processo de
obtencdo da solucdo extrativa (EPJP) e do extrato seco padronizados (ESPJP), bem como
investigar o seu potencial farmacoldgico pré-clinico. Foi desenvolvido e validado de acordo
com a legislagdo vigente um método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE — DAD) para determinagdo do teor de CM e UMB em produtos derivados de chamba.
As condi¢des para producdo da droga vegetal em estufa com circulagdo e renovacdo de ar
foram estabelecidas, assim como parametros farmacognosticos da droga. O método extrativo
empregado (percolacdo) foi avaliado quanto as influéncias de variaveis (tempo de maceracao,
proporcao droga:solvente e teor alcodlico do solvente extrator) por meio de um planejamento
fatorial (2%), no qual a propor¢do droga:solvente e do teor de etanol afetaram o rendimento de
CM e UMB nos extratos produzidos. O extrato hidroalcodlico de chamba produzido sob
condicdo eleita (droga:solvente, 1:15; teor de etanol: 20 %; tempo de maceragdo: 24 h) foi
caracterizado fisico-quimicamente e submetido a secagem por spray dryer, empregando como
excipiente didxido de silicio coloidal, sendo determinadas suas propriedades fisico-quimicas.
A avaliagdo toxicologica in vitro do ESPJP (CM: 8,84 mg/g; UMB: 1,27 mg/g) mostrou a sua
baixa citotoxicidade em neutréfilos humano, mensurada pela atividade da enzima lactato
desidrogenase, além de reduzir a liberacao de mieloperoxidase por eles. Ainda, o EPJP (100,
200 e 400 mg/Kg) reduziu em até 38 % o edema de pata induzido por carragenina e 79,6 % a
nocicep¢do induzida por capsaicina. Portanto, os resultados obtidos no presente estudo
suportam o desenvolvimento de fitoterapicos padronizados a partir de J. pectoralis, espécie
cujo extrato nao se mostrou citotoxico e apresentou atividade antiinflamatéria e

antinociceptiva.

Palavras chaves: Justicia pectoralis, cumarina, umbeliferona, CLAE, farmacologia pré-

clinica, spray drying.



ABSTRACT

Justicia pectoralis (Acanthaceae), known as “chamba”, is an herb popularly used
for the treatment of asthma. This species has been selected for the Phytotherapy Public
Programs in Northeast and included in the National Medicinal Plants list of Interest to the
Unified Health System. At least a part of the anti-inflammatory and bronchodilatador
activities of J. pectoralis has been related to the presence of coumarin (CM) and
umbelliferone (UMB), active principles / chemical markers. In order to innovate and
aggregate more technology to the phytoproducts from J. pectoralis, the present work aimed to
develop the best process to obtain the standardized extract (SEJP) and to investigate its
pharmacological properties. It was developed and validated a high performance liquid
chromatography method (HPLC — PDA) to determine the concentration of CM and UMB in
extract from aerial parts from J. pectoralis. It was established the conditions to produce the
drug in a dryer chamber with air circulation and renovation, as well as the pharmacognostic
parameters of the product obtained. The influences of the extraction variables related to the
extraction method (percolation: maceration time, drug:solvent proportion and alcoholic
percentage in water) were evaluated by a factorial planning (2°), on what the drug:solvent
proportion and ethanol content affected the amount of CM and UMB in the extracts. The
hydroalcoholic extract of “chambd” produced using the selected conditions (drug:solvent
proportion 1:15; ethanol content: 20 %; maceration time: 24 h) was characterized physical-
chemically and then submitted to spray drying (using colloidal silicon dioxide as adjuvant),
being determinated its physical-chemical properties. The toxicological evaluation in vitro of
dry extract (CM: 8,84 mg/g; UMB: 1,27 mg/g) showed low citotoxicity to human neutrophils,
measured by the lactate dehydrogenase enzyme activity. The standardized extract (SE; 100,
200 and 400 mg/Kg) reduced around 38 % the paw edema induced by carrageenan in mice
and also the release of MPO induced by PMA in human neutrophils. On the other hand, it did
not interfere in the paw edema induced by dextan. The SE also reduced the nociception
induced by capsaicin in mice, causing inhibition of until 79,6 %. In conclusion, the present
study supports the development of standardized phytomedicine from J. pectoralis. The
pharmacological evaluation of the SE from this plant demonstrated its low citotoxicity in

human neutrophil, besides the anti-inflammatory and antinociceptive.

Key words: Justicia pectoralis, coumarin, umbelliferone, HPLC, pre-clinic pharmacology,

spray drying.
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1. INTRODUCAO

1.1. Generalidades

De acordo com as projecdes do Intercontinental Marketing Services Health (IMS,
2009) para o setor farmacéutico mundial, espera-se um crescimento de 4,5 — 5,5 % em 2009,
0 que resultard em rendimentos em torno de 820 bilhdes de dolares. Ja o grupo de paises
emergentes, no qual o Brasil se insere, estima-se um incremento de 14 — 15 % para o setor,
equivalente a US$ 105 — 115 bilhdes de lucratividade, o que corresponde participagdo de 34
% no montante mundial.

Atualmente, cerca de 40 % dos medicamentos disponiveis no mercado
farmacéutico sdo derivados de produtos naturais, sendo 25 % provenientes de plantas, 10% de
microorganismos € 3 % de animais, mas, se forem considerados apenas os farmacos
anticancerigenos e antibioticos, esse percentual sobe para 70% (CALIXTO, 2003). Nesse
contexto, o crescente interesse por esses produtos estd relacionado ao mercado potencial que
gira na casa dos bilhdes de dolares. Estima-se que em 2010 o faturamento nacional nesse setor
chegue a USS 1 bilhdo de dolares, caracterizando 15 % do mercado farmacéutico (ABIFISA,
2009).

Cerca de 60 mil espécies de plantas superiores catalogadas ocorrem no Brasil, das
quais apenas 8 % tiveram seus componentes pesquisados € em torno de mil espécies foram
avaliadas quanto as suas propriedades farmacoldgicas (BRASIL, 2006a). Essa riqueza vegetal
caracteristica do Brasil estd relacionada com os diversos ecossistemas distribuidos em todo
seu territorio devido a grande variedade de solos e climas (CORDELL, 2000). Além disso, os
componentes étnicos que deram origem ao pais incorporaram conhecimentos das culturas
indigena, africana e européia no Brasil. Assim, a biodiversidade brasileira, somada ao
expressivo conhecimento etnofarmacoldgico, constitui uma vantagem importante no processo
de desenvolvimento de Programas e Projetos com Plantas Medicinais, os quais visam o
fortalecimento do pais na area e o aproveitamento deste recurso de maneira sustentavel
(SILVA et al., 2001).

As plantas medicinais e seus usos empiricos tém importancia fundamental para os
laboratorios farmacéuticos no desenvolvimento de novos farmacos (FARNSWORTH, 1988).

Contudo, a importancia das plantas superiores para a industria farmacéutica nao se restringe
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somente a obtengdo de moléculas bioativas, mas também por seu papel no desenvolvimento
de fitoterapicos, que sdo definidos como sendo um medicamento obtido a partir do emprego
exclusivo de matérias-primas ativas vegetais, sendo caracterizado pelo conhecimento da
eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua
qualidade, tanto da matéria-prima vegetal quanto do produto tecnologicamente acabado
(BRASIL, 2004a).

No final dos anos 70, ja reconhecendo o potencial da biodiversidade brasileira, o
governo federal criou a Central de Medicamentos (CEME) que, além de favorecer o
crescimento da industria nacional de medicamentos, estava incumbida de desenvolver
medidas para a pesquisa e o aproveitamento sustentavel dos recursos naturais e dos farmacos
por eles obtidos. Contudo, apds quase duas décadas sem éxito na elaboragdo de um produto
fitoterapico genuinamente brasileiro, sobretudo pela descontinuidade de apoio governamental,
a CEME foi extinta em 1995, deixando um amplo acervo de informagdes sobre plantas
medicinais (SANT' ANA; ASSAD, 2004).

A lei 6.360/76, regulamentada pelo decreto 79.094/77, foi o passo inicial das
autoridades brasileiras visando a qualidade dos produtos de uso medicinal no pais, uma vez
que estabelecia que insumos e produtos farmacéuticos e demais correlatos passariam por
sistema de vigilancia sanitaria (BRASIL, 1977). Anos mais tarde, com a criagdo da Agéncia
de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) no final da década de noventa, essa autarquia federal
vinculada ao Ministério da Satde (MS) tornou-se o principal 6rgado para a regulamentacdo de
fitoterapicos no pais, uma vez que sua funcdo primordial ¢ garantir a seguranga sanitaria dos
produtos e servigos, protegendo e promovendo, dessa forma a saude da sociedade (BRASIL,
1999).

A partir da elaboracdo da Resolugdo de Diretoria Colegiada (RDC) 48/04 pela
ANVISA, que dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos, observa-se o
estabelecimento de uma série de resolucdes especificas (RE) para garantir a qualidade ¢ a
validacdo de medicamentos derivados de plantas medicinais. Sdo elas: a RE 88/04, que
relaciona as referéncias bibliograficas para avaliagdo da seguranca e eficicia; a RE 89/04, que
estabelece o registro simplificado de medicamentos fitoterapicos; a RE 90/04, que apresenta o
guia para realizacdo de estudos toxicologicos pré-clinicos; e a RE 91/04, que trata das
alteragdes, inclusdes e cancelamentos pos-registro do produto fitoterapico (BRASIL, 2004a,
b, c, d, ). Ainda, as RDC 210/03 (inspe¢ao), 138/03 (grupo e indicacdo terapéutica), 140/03
(bula) e 333/03 (rotulagem), as RE 01/05 (estudos de estabilidade) e 899/03 (guia para

validagdo de método analitico) e as portarias 196/96 e 251/97 (diretrizes e normas para
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ensaios clinicos em seres humanos) do Conselho Nacional de Saude complementam o corpo
regulatério para fins de registro junto a ANVISA de produtos fitoterapicos (BRASIL, 2003a,
b, ¢, d, e; 2005; BRASIL, 1996; 1997).

Em 2006, o Brasil avancou enormemente na consolidacdo da fitoterapia como
pratica complementar de atengdo a saide com a aprovacdo da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, a qual reconhece o potencial dos recursos naturais como fonte de
medicamentos ¢ a importancia do seu uso racional no Sistema Unico de Satde (SUS),
tornando as iniciativas para o desenvolvimento da cadeia produtiva e da indistria nacional
relevantes para o pais (BRASIL, 2006b). Outra conquista na area das plantas medicinais foi o
lancamento do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos pelo Governo no fim
de 2007. Dentre seus objetivos, destacam-se a inser¢do de plantas medicinais, fitoterapicos e
produtos correlatos de seguranga, eficacia e qualidade comprovadas no SUS (BRASIL,
2009a). Por fim, foi elaborada pelo MS a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
ao SUS (Renisus), uma lista composta por espécies vegetais, nativas ou adaptadas, a qual
inclui J. pectoralis, com evidéncias cientificas de seguranca e eficacia e com potencial de
avancar na cadeia produtiva e gerar produtos medicinais de interesse ao sistema de saude

(BRASIL, 2009b).

1.2. Género Justicia (Acanthaceae)

Constituida por cerca de 250 géneros e mais de 4000 espécies, a familia
Acanthaceae possui grande variedade morfologica e ecoldgica, estando amplamente
distribuida entre os trépicos de todo o mundo e sutilmente nas regides de clima temperado
(MABBERLEY, 1997; WASSHAUSEN, 1995). De acordo com Barroso et al. (1991), o
Brasil representa um dos maiores centros de diversidade do grupo, com aproximadamente 40
géneros e 550 espécies.

Descrita pela primeira vez pelo botanico escocés James Justice, o género Justicia
¢ considerado o maior e o mais complexo dentre os pertencentes a familia Acanthaceae
(WASSHAUSEN, 2002). A classificagdo ¢ baseada nas caracteristicas das inflorescéncias,
androceu, pdlen e sementes e estima-se aproximadamente 600 espécimes ao redor do mundo
(GRAHAM, 1988). Além disso, por apresentarem semelhangas morfoldgicas entre si,

espécies do género Justicia compartilham alguns nomes populares e indicagdes fitoterapicas,
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como antiinflamatéria e analgésica, as quais t€ém sido relacionadas a presenca de cumarinas
(BARROS, 1992; LINO et al.,, 1997; OLIVEIRA et al., 2000). A distribuigdo destes
metabolitos secundarios na familia Acanthaceae ¢ restrita a poucas espécies, sendo que
Justicia pectoralis ¢ o inico membro do seu género a produzi-los, conferindo-lhe importancia
etnofarmacolégica (MURRAY; MENDEZ; BROWN, 1982).

A espécie J. gendarussa também ¢é empregada como antiinflamatoria e analgésica
no nordeste brasileiro, sendo comumente confundida com J. pectoralis apesar de diferengas
morfoldgicas e auséncia de cumarinas (BARROS, 1992; OLIVEIRA; ANDRADE, 2000).
Suas propriedades farmacologicas sdo relacionadas a outros constituintes quimicos,

provavelmente a presenca de flavonoides c-glicosilados na planta (OLIVEIRA, 1995).

1.2.1. Justicia pectoralis Jacq var. stenophylla Leonard

1.2.1.1. Etnofarmacologia, aspectos botanicos e agronomicos

Tendo em vista sua ampla distribuicdo geografica entre os tropicos, 0os usos
etnofarmacologicos de J. pectoralis sdo diversos. No Panama, a planta ¢ usada para aliviar
mal-estar no estobmago e dores nas pernas na forma de cha, enquanto em Trinidad ¢ utilizada
para aliviar tosse e catarro, além de ser considerada afrodisiaca (MORTON, 1977). Na Costa
Rica, o seu principal uso ¢ como ansiolitico, sendo comercializados fitoterapicos produzidos a
partir do extrato seco padronizado da planta (LISANATURA, 2009).

No Brasil, as folhas de J. pectoralis sdo utilizadas na forma de cha ou lambedor
para tratamento de afeccdes do trato respiratdrio, como tosse, bronquite e asma. Alguns
Programas Governamentais de Fitoterapia do Nordeste produzem o xarope de J. pectoralis
associando Plectranthus amboinicus (malvarigo), que possui propriedades antimicrobianas, a
formulacdo (MATOS, 2000; NOBRE et al., 2006).

J. pectoralis (Figura 1) pode ocorrer espontancamente ou ser cultivada, em geral
por estarquia, sendo freqlientemente encontrada no México, Venezuela, Trinidad, Cuba,
Jamaica, Oeste do Equador e Norte ¢ Nordeste do Brasil (OLIVEIRA; ANDRADE, 2000).
Morton (1977) relata que J. pectoralis denominada popularmente como curia é uma erva

nativa do sul do México, Venezuela, Trinidad e Panama; em Cuba, regido do Caribe e Haiti ¢
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referida como tilo e chapantye, respectivamente; ja no Brasil, ¢ conhecida popularmente
como anador, trevo-cumaru e chamba (MATOS, 2000; NOBRE et al., 2006).

E uma erva com aproximadamente 29 cm de altura, com caule ascendente e pélos
retrorsos esbranquigcados dispostos em linhas verticais; nos inferiores freqiientemente com
raizes adventicias. Suas folhas sdo opostas, membrandceas e verdes, podendo apresentar
pontuagdes vinaceas. A lamina foliar ¢ lanceolada, apice atenuado, base aguda, margem
inteira, com pélos em ambas as faces. Apresenta inflorescéncia racemosa com bracteas e
bractéolas lanceoladas. As flores sdo sésseis e possuem calice verde e corola de cor branca a
lilds. Seu fruto ¢ na forma de capsula e suas sementes sdo achatadas de cor castanha-
avermelhada. (OLIVEIRA; ANDRADE, 2000; TAVARES; VIANA, 1995).

Bezerra et al. (2006), ao avaliar a influéncia da adubacdo organica e mineral na
produgdo de biomassa, rendimento de 6leo essencial, teores de fosforo (P) e potéssio (K) em
chamba, observou que as adubagdes organicas e minerais nao influenciaram o crescimento e a
producdo de biomassa da planta, nem os teores de P ¢ K da sua parte aérea, enquanto o
rendimento de oOleo essencial diminuiu com os incrementos nas doses das adubacoes
organicas € minerais.

Estudos agrondomicos mostraram que a concentracdo de cumarinas nas folhas de
chamba ¢ diretamente proporcional a intensidade de radiagdo solar incidente, e que as folhas
vermelho-vindceas apresentam maior teor de cumarinas totais em relagdo as folhas verdes.
Por outro lado, a elevada incidéncia de radiagdo solar no primeiro més apos o plantio afeta
negativamente o crescimento da planta, acarretando um menor rendimento de biomassa.
Assim, para fins medicinais, ¢ indicado o cultivo inicial de Justicia pectoralis sob
sombreamento até o final do primeiro més e transferéncia das mudas para radiacdo total até a
coleta (BARROS; ANDRADE; SILVA, 1997; BARROS; ANDRADE; ENCARNACAO,
1988). Quanto a elaboragdo de canteiros para cultivo de chamba, Ferrad4, Sosa e Fiallo (2003)
conseguiram bons rendimentos médio de biomassa em canteiros cuja distancia entre plantas

variava de 10 — 20 cm, altura de corte de 10 cm e até 3 podas.
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Figura 1. Aspecto macroscopico de Justicia pectoralis. (A) Planta adulta. (B)
Inflorescéncia. (Fonte: F. N. FONSECA)
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1.2.1.2. Constituintes quimicos

Ensaios fitoquimicos realizados com o extrato metandlico da planta, por meio de
testes gerais de identificacdo e cromatografia em camada delgada (CCD), mostraram-se
positivos com relagdo a presenca de cumarinas, flavonoides, esteroides e triterpendides, mas
negativos para alcaldides (LEAL et al., 2000; OLIVEIRA; ANDRADE, 2000; OLIVEIRA et
al., 2000). Estudos cromatograficos e espectrométricos isolaram e caracterizaram derivados
cumarinicos (cumarina, dihidroxicumarina e umbeliferona), assim como derivados do acido
fenilpropidnico (DE VRIES; TAUCHER; WURZEL, 1988; MACRAE; TOWERS, 1984).

Foi verificada também a ocorréncia de acido orto-hidroxitranscindmico acetilado,
acido orto-hidroxi-diidrocindmico acetilado, B-sitosterol, B-amirina, betaina, justicidina B e
das C-glicosilflavonas o-metoxiladas como a eswertisina, 2”-o-ramnosil-eswertisina,
eswertiajaponina e 2”-o-ramnosileswertiajaponina (JOSEPH; GLEYE; MOULIS, 1988a;
1988b; MACRAE; TOWERS, 1984; OLIVEIRA et al., 2000; WENIGER; SAVARY;
DAGUIHL, 1984) (Figura 2).

Duke (1987) menciona a presenga de alcaldides (triptaminas) em baixas
concentragdes em J. pectoralis, o que possivelmente justificaria o potencial alucindégeno da
espécie e o0 seu emprego em “rapés” por tribos indigenas da América do Sul. Contudo, outros
autores afirmam a auséncia de alcaldides, sendo o uso de chamba nessas preparagdes
ritualisticas apenas como aromatizante devido ao odor agradavel das cumarinas (MACRAE;

TOWERS, 1984; MELO; ANDRADE, 1989).

1.2.1.3. Aspectos toxicologicos e farmacoldgicos

Estudos t€ém mostrado a bioatividade de compostos isolados de J. pectoralis, bem
como de suas solugdes extrativas. Dentre os constituintes quimicos relacionados a espécie, os
derivados cumarinicos (cumarina e umbeliferona) tém sido referidos como os principais
componentes responsaveis pelos efeitos farmacologicos observados (LEAL et al., 2000;

LINO et al., 1997; MACRAE; TOWERS, 1984).
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Figura 2. Metabdlitos secundarios isolados da parte aérea de Justicia pectoralis. 1. acido
fenilpropidnico, II. orto-hidroxitranscindmico acetilado, III. Betaina, IV. B-amirina, V.

Justicidina B, VI. B-sitosterol, VII. Cumarina, VIII. Dihidrocumarina, IX. Umbeliferona e

X. Eswertisina.
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As cumarinas constituem uma classe de metabolitos secundérios derivados do
acido cindmico, amplamente distribuidos no reino vegetal, podendo também ser encontrados
em fungos e bactérias. As propriedades farmacologicas estdo relacionadas com o padrdo de
substitui¢do no nucleo fundamental (1,2-benzopirano) (EVANS, 1996; MURRAY, 1989). No
homem, a cumarina sofre extensa metabolizacdo hepatica, levando a producdo de 7-
hidroxicumarina, também conhecida como umbeliferona (LACY; O’KENNEDY, 2004;
MURRAY, 1989).

Intimeras propriedades farmacologicas descritas na literatura tem sido
relacionadas as cumarinas, incluindo atividades antiinflamatoria, antioxidante, antibacteriana,
antiviral, antitrombotica, vasodilatadora e anti-tumoral. A cumarina aumenta a agao
proteolitica de macrofagos, sendo, devido a isso, empregada no tratamento de linfedema
(CLODIUS; PILLER, 1978). J4 a umbeliferona possui demonstradas suas atividades
espasmolitica, antimicrobiana, hipoglicemiante e hipolipidémica (LINO et al., 1997;
RAMESH; PUGALENDI, 2005, 2006; STEFANOVA et al., 2007).

Lino (1995) observou, na avaliacdo da toxicoldgica aguda em ratos, que a dose
letal (DLsp) do extrato hidroalcodlico (EHA) das folhas do chambéd administrado por via
intraperitoneal foi de 3,0 + 0,2 g/Kg, porém o extrato administrado por via oral nas doses de
até 10 g/Kg nao foi letal aos animais até 48 h apos o tratamento. No entanto, o tratamento
diario dos ratos com EHA (400 mg/Kg) durante 30 dias causou aumento no hematocrito e na
fosfatase alcalina e reducdo na hemoglobina, sugerindo que o uso prolongado do EHA pode
causar alteragcdes hematologicas e bioquimicas.

Na avaliagdo da toxicidade de varios extratos vegetais, foi observada a
concentracdo letal (CLsp) de 60,14 pg/mL para a tintura de J. pectoralis por meio do ensaio
com Artemia salina L., enquanto a toxicidade oral aguda em camundongos (DLsy) foi
3,5g/Kg, mostrando, dessa forma, a sua baixa toxicidade (PARRA et al., 2001).

Toledo et al. (2007) avaliou a toxicidade aguda em ratos de seis extratos
hidroalcodlicos secos e observou que o extrato de J. pectoralis possuia DLsy acima de 2000
mg/Kg e os animais ndo apresentaram alteragdes anatomofisiologicas, sendo classificado
como nao toxico de acordo com o Global Harmonized System of Classification and Labelling
of Chemicals (UNITED NATIONS, 2007). Além disso, o extrato fluido aquoso de J.
pectoralis ndo apresentou genotoxicidade em células de medula dssea de roedores
(MONTERO et al., 2001).

Na avaliagdo da atividade antinociceptiva do EHA (400 mg/Kg, v.0.) e de

compostos isolados (cumarina e umbeliferona — 5 mg/Kg, v.0.) na nocicep¢do induzida por
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formalina, foi verificado que o sistema opidide nao estd envolvido, visto que ndao houve
reversdo dos efeitos antinociceptivos apds pré-tratamento com naloxona, um antagonista
opiodide; por outro lado, o pré-tratamento com L-arginina (inibidor da enzima oxido nitrico
redutase) reverteu os efeitos da umbeliferona, sugerindo a participac¢ao da via do 6xido nitrico
nesse efeito. Além disso, 0 EHA do chamba mostrou atividade broncodilatadora em traquéia
de cobaia, o que corrobora, pelo menos em parte, seu uso medicinal popular para problemas
das vias aéreas, como asma, bronquite e tosse (LINO, 1995; LINO et al., 1997).

Na avalia¢do das atividades de J. pectoralis no Sistema Nervoso Central, foi
observado que o tratamento de camundongos com o decocto de J. pectoralis reduziu a
conduta agressiva e¢ a atividade exploratéria em ratos, assim como bloqueou a excitagdo
induzida por fenciclidina (antagonista do receptor NMDA) em ratos jovens, mas ndo foi capaz
de prevenir as convulsdes induzidas por antagonistas GABAérgicos (pentilenotetrazol e
picrotoxina), ao contrario do diazepam que apresentou neuroprote¢ao, sugerindo que a agao
ansiolitica da planta ndo ocorre via mecanismo dos benzodiazepinicos (FERNANDEZ et al.,
1989; SAAD et al., 1987). Ainda, verificou-se que a administragdo intravenosa do decocto e
do extrato seco da planta ndo foi capaz de reverter os efeitos da apomorfina (agonista
dopaminérgico), mostrando ndo possuirem atividade antidopaminérgica semelhante aos
neurolépticos tipicos (MAS et al., 1987).

Trueba et al. (2001) mostraram a atividade antioxidante in vitro do extrato seco do
chamba (0,0138 — 2,97 mg/mL) na peroxidacdo lipidica em homogenatos cerebrais de rato.
Em modelo de diabete induzida por estreptozotocina (nitrosoamida que destréi as células  do
pancreas), ratos tiveram normalizados seus paramentros de peroxidagdo lipidica apds
administracdo de umbeliferona (30 mg/Kg, v.o.), sugerindo possivel efeito sobre as células 3
do pancreas (RAMESH; PUGALENDI, 2006).

Em ensaios de triagem de plantas medicinais com propriedades antimicrobianas e
inseticidas realizados em Trinidad e Tobago, foi observado que a fracao éter de petroleo do
extrato de J. pectoralis apresentou atividade antimicrobiana acentuada contra Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis e
Salmonella typhimurium, e a fragdo acetato de etila para P. aeruginosa, Staphylococcus
aureus ¢ S. typhimurium em placa de Agar; além disso, ambas as fra¢des na concentragdo de
0,5 mg/mL mostraram-se toxicas para larvas de Aedes aegypti no estagio de crescimento
larval IV apo6s 2 e 9 dias, respectivamente (CHARIANDY et al., 1999).

Justicidina B ¢ uma lignana isolada de algumas espécies vegetais incluindo J.

pectoralis. Essa molécula é capaz de inibir o crescimento de alguns fungos patogénicos do
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género Aspergillus e Candida a partir de 1 e 12 pg/mL, respectivamente, além de apresentar
atividade potente contra a forma tripomastigota de Trypanosoma brucei ¢ moderada contra
Trypanosoma cruzi (Clsp — 0,2 e 2,6 ng/mL, respectivamente). Ainda, a justicidina B possui
uma citotoxicidade inespecifica observada em cultura de células neoplésicas sanguineas e
bronquicas (GERTSCH et al., 2003; JOSEPH; GLEYE; MOULIS, 1988D).

Em um ensaio clinico piloto, observou-se que a administracao do xarope (5 mL, 3
vezes ao dia) produzido a partir de chamba e malvari¢go durante 1 ou 2 semanas produziu
aumento significativo nos parametros de avalia¢do respiratoria (volume expiratério forcado,
capacidade vital forcada e fluxo expiratério maximo) de pacientes asmaticos (asma leve),
indicando melhora do quadro obstrutivo das suas vias aéreas, bem como da expectoragdo e

sem efeitos colaterais (NOBRE et al., 2006).

1.3. Tecnologias no desenvolvimento de fitoprodutos

A producdo de fitoterapicos envolve varias etapas tecnoldgicas, tendo inicio na
qualificacdo da matéria-prima vegetal, passando pelas operacdes de transformagdo até a
obtencdo da forma farmacéutica final. Durante todas essas etapas, os procedimentos de
preparacdo e os parametros de qualidade devem ser bem definidos, tendo em vista a
complexidade do material vegetal (SONAGLIO; ORTEGA; PETROVICK et al., 2000).

O controle de qualidade de fitoterapicos ¢ realizado através da aplicagdo de
métodos fisico-quimico e biologico adequados, devendo estes estarem presentes em toda a
cadeia produtiva, desde a qualificagdo de matérias-primas e insumos intermedidrios, bem
como da forma farmacéutica final. Esse monitoramento deve garantir a obteng¢ao de produtos
com caracteristicas aceitaveis de acordo com a legislagao vigente.

O processo de avaliacdo da qualidade de matérias-primas e produtos derivados
deve compreender a determinacdo de trés caracteristicas principais: a autenticidade, a
integridade e a pureza do material em analise. Nesse contexto, de acordo com o material em
estudo, podem estar envolvidas a caracterizagdao organoléptica, a identificagdo macroscopica e
microscopica do 6rgdo vegetal, a pesquisa de materiais estranhos e contaminantes biologicos,
a umidade, as cinzas totais e insoliveis em 4cido e a andlise qualitativa e quantitativa dos
marcadores quimicos (composto ou classe de compostos presente na matéria-prima vegetal,

correlacionado com o efeito terapéutico, preferencialmente, e utilizado como referéncia no



Introducéo 31

controle de qualidade dos produtos derivados da espécie), quando presentes, por meio de

métodos analiticos adequados (BRASIL, 2004a; FARIAS, 2000).

1.3.1. M¢étodos analiticos empregados na padronizacao de fitoprodutos

Vérios métodos sdo descritos na literatura para a andlise qualitativa e quantitativa
de marcadores, sejam eles de origem natural ou sintética. Tendo em vista que as plantas
medicinais sdo matrizes complexas (metabdlitos primarios e secundarios e sais minerais), a
identificacdao e a quantificacdo desses compostos sao fundamentais para garantir a qualidade
de produtos intermediarios e acabados, como os fitoterdpicos.

Na andlise quimica de extratos sdo empregadas amplamente técnicas
gravimétricas e colorimétricas, caracterizadas pela precipitagdo e mudanga de cor,
respectivamente, apos adigdo de reagentes especificos. Além disso, outra técnica que merece
destaque ¢ a CCD, a qual separa varios compostos de uma mesma amostra sobre uma
superficie plana. No entanto, uma das principais limitacdes desses métodos ¢ a possivel
interferéncia dos demais constituintes da matriz do produto em estudo, conferindo resultados
imprecisos. Por outro lado, embora apresentem problema na seletividade, essas metodologias
sdo uteis em estudos preliminares, bem como no controle de qualidade de rotina de
laboratorios farmacéuticos de pequeno porte.

Avangos tecnoldgicos nas técnicas analiticas tém permitido a padronizagdo de
produtos derivados de plantas com o intuito de garantir a sua qualidade. Dentre as
metodologias analiticas bem estabelecidas, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
em virtude da sua ampla capacidade de andlise, ¢ uma das técnicas mais aplicadas com essa
finalidade (HOSTETTMANN; WOLFENDER; RODRIGUEZ, 1997; OLIVEIRA; BRAGA,
2003; SCHENKEL, GOSMANN; PETROVICK, 2000). Além disso, a unido da CLAE a
outras técnicas analiticas, como a ressonancia magnética nuclear (RMN) e a espectrometria de
massa (EM), tem sido uma poderosa ferramenta na area dos produtos naturais, pois realiza,
além da separacdo e quantificacdo, a determinacdo estrutural dos compostos da matriz
(PINTO et al., 2002).

As principais vantagens da CLAE estdo relacionadas a sensibilidade, pois ¢ capaz
de detectar massas na faixa de 10”g; a versatilidade, uma vez que pode ser aplicada aos mais

diversos produtos assim como ser combinada com outras técnicas; € ao menor tempo de



Introducéo 32

analise, o que ¢ interessante no tocante a rotina de controle de qualidade na industria
farmacéutica. Por outro lado, essa técnica requer um alto custo de instrumentagdo inicial e
relativo custo operacional, além da falta de um detector universal e sensivel para todos os
tipos de analito, bem como da necessidade de recursos humanos bem treinados para manusear
o sistema (CIOLA, 1998; VALLADAO, IONASHIRO; NETTO, 2008).

Ainda, o emprego de métodos cromatograficos ¢ util para a determinagdao do
fingerprint do extrato de uma planta, ou seja, da sua identidade fitoquimica. Quando
preparados sob mesma condi¢do, extratos vegetais devem manter um padrdo qualitativo de
compostos, seja de bandas, quando empregada CCD, ou de picos, quando se aplica CLAE.
Bilia et al. (2007) realizou a andlise qualitativa e quantitativa de diversas tinturas de
Crataegus oxyacantha e de Hieracium pilosella por CLAE — EM e observou que o perfil
fitoquimico das amostras permaneceram semelhantes mesmo apdés 9 meses de
armazenamento, havendo alteracdo somente no teor dos marcadores. Embora seja um
resultado qualitativo, a obtengao desse perfil tem valor, pois possiveis alteracdes no produto
resultam em alteragdes no cromatograma.

Para garantir que o resultado proveniente de uma metodologia analitica seja
confiavel, ¢ necessario a sua validagdo. Esta ¢ definida como a garantia, através de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados durante o uso rotineiro (BRASIL, 2003e). Assim, buscando
harmonizar os procedimentos necessarios para a validacdo de uma metodologia analitica, os
orgaos reguladores no Brasil (ANVISA, INMETRO, entre outros) e em outros paises (Food
and Drug Administration, European Comission, International Harmonisation Conference,
entre outros) estabelecem critérios com essa finalidade. Dessa forma, a ANVISA publicou a
RDC 899/03, que fornece orientagdes e estabelece os parametros necessarios para validar
métodos analiticos e bioanaliticos (BRASIL, 2003e).

Os parametros (Tabela 1) comumente encontrados nos processos de validacao de
métodos analiticos s@o a linearidade (capacidade de um método demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado), a precisdo (avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra, podendo ser em nivel
de intra-corrida ou inter-corrida), a exatidao (proximidade dos resultados obtidos em relagdao
ao valor verdadeiro), o limite de deteccdo e quantificagdo (menor concentragdo do analito que
pode ser detectada e quantificada, respectivamente) ¢ a robustez (capacidade de um método

resistir a pequenas e deliberadas variagdes dos parametros analiticos).
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Categoria

Testes quantitativos ou ensaio
limite para a determinagéo de
impurezas e produtos de

Testes quantitativos
Parametro para a determinacao

Testes de performance
(por exemplo:

Testes de

do principio ativo em x Ensaio limite . o1 Ko e
A degradacgéo em produtos dissolucéo, liberacdo identificacio
produtos farmacéuticos Al L .
- : farmacéuticos e matérias- do ativo)
ou matérias-primas .
primas
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Repetibilidade Sim Sim Nao Sim Nao
Precisao intermediaria ok ok Nao ok Nao
Limite de deteccao Nao Nao Sim * Nao
Limite de quantificagdo Nao Sim Nao * Nao
Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico. ** se houver comprova¢do da reprodutibilidade ndo ¢ necessaria a comprovagdo da

Precisdo Intermediaria. Fonte: BRASIL (2003¢).
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1.3.2. Me¢étodos de secagem empregados na produgdo de extratos secos

Considera-se um produto farmacéutico com qualidade aquele que possui suas
caracteristicas reprodutiveis quanto a constancia de principio ativo e propriedades fisico-
quimicas. Por outro lado, os produtos fitoterapicos vém sendo bastante questionados quanto a
sua qualidade ao se comparar diversos lotes do mesmo produto, resultado do uso de métodos
de preparacdo ndo padronizados nem controlados. Nesse contexto, o extrato seco vegetal,
quando bem preparado, apresenta inumeras vantagens, como maior estabilidade quimica e
facilidade de armazenamento, de manuseio e de transporte, sendo utilizado como produto
intermediario na elaboracao de formas so6lidas, semi-solidas e liquidas, o que aumenta o valor
agregado do produto final (LIST; SCHIMIDT, 1989).

Na escolha da técnica de secagem, algumas consideragdes devem ser avaliadas,
tais como a sensibilidade da amostra ao calor, as suas propriedades fisico-quimicas, a natureza
do liquido a ser removido e a escala de operacdo (AULTON, 2005). Dentre os processos de
secagem de extratos vegetais mais empregados, a liofilizagdo e o spray drying merecem
destaquem, sendo o Ultimo o mais estudado e empregado na producdo de medicamentos a
base de plantas medicinais (LIST; SCHIMIDT, 1989; WENDEL; CELIC, 1998).

A liofilizagdo ¢ um processo aplicado na secagem de produtos, genericamente,
sensiveis ao calor, permitindo secar derivados protéicos e hematologicos, mantendo-os
funcionais, e microbioldgicos, os quais ainda retém funcionalidade e viabilidade. E baseado
na sublimagdo do gelo sob vacuo, requerendo que a amostra seja previamente congelada, nao
sendo necessaria a sua concentragdo. O resultado ¢ um po extremamente leve, volumoso,
altamente higroscopico e de facil dissolugdo, devido a sua elevada porosidade. No entanto,
ndo ¢ uma op¢ao muito atrativa para a industria de fitoterapico, pois ¢ de dificil manipulagao,
requerendo instalagdes complexas, o que eleva o custo de produgdo, e, em geral, que o
produto seja envasado logo apds a secagem para evitar contato com umidade (AULTON,
2005).

A obtengdo de extrato seco por spray drying, também denominado de secagem
por nebulizagdo, aspersdo ou atomizagao, consiste na pulveriza¢do de uma suspensao por um
bico atomizador numa camara aquecida sob fluxo de ar, levando a evaporagao do solvente e
resultando num p6 seco. O produto final obtido apresenta particulas homogéneas e com
elevada fluidez, solubilidade, estabilidade e teor de substincias, tornando-o apreciavel para a

elaboracdo de formas farmacéuticas solidas ou de matéria-prima intermedidria para outras
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formas. Outra vantagem desse método ¢ a ampla gama de substancias que podem ser secadas
por ele, assim como a possibilidade de alteragdo dos parametros de funcionamento do
aparelho, denominado spray dryer, garantido melhor adequagdo da técnica ao intuito desejado
(DE SOUZA, 2002; LIST; SCHIMIDT, 1989; WENDEL; CELIC, 1998).

A qualidade dos produtos obtidos por atomizagdo depende das caracteristicas do
atomizador e da transferéncia de calor e massa entre o ar aquecido e as goticulas da camara de
secagem. O liquido ¢ disperso sob alta pressdo para aumentar a area superficial e expor as
goticulas de pequeno didmetro, em torno de 10 a 200um, ao ar de secagem a altas
temperaturas, processo esse que dura de 5 a 30 segundos (FURUTA; HAYASHI; OHASHI,
1994).

Como variaveis que afetam as propriedades de produtos obtidos em spray dryer,
tém-se as variacdes na concentragdo de alimentagdo, na temperatura de alimentagdo e do ar,
nos métodos e condi¢des de atomizacido e as diferencas nas propriedades fisicas e quimicas do
material de alimentagdo. Com relacao ao produto obtido, devem ser avaliados a densidade e o
volume aparente, o tamanho da particula e distribui¢do (incluindo p6s finos), a friabilidade da
particula ou resisténcia a ruptura, o conteido de umidade, a dispersibilidade ou a tendéncia a
aglomeragdo, além da retencdo da qualidade desejada ao produto, como aroma, valor
alimenticio, cor, reconstituibilidade, etc (DUFFIE; MARSHALL JR, 1953).

Um dos parametros de qualidade de um extrato seco ¢ a sua higroscopicidade, a
qual deve ser a mais baixa possivel para garantir a sua estabilidade e evitar a contaminagao
bioldgica. Para melhorar as caracteristicas fisico-quimicas e farmacotécnicas do po,
adjuvantes de secagem sdao utilizados, os quais também contribuem para aumentar o
rendimento do processo e o tamanho final da particula. Os mais empregados para esse fim sdo
a lactose, as dextrinas e gelatinas, a goma arabica, os derivados da celulose e o dioxido de
silicio coloidal (DSC) (LIST; SCHIMIDT, 1989).

Muitos estudos (ARARUNA, 2008; CARVALHO, 1997, DE SOUSA, 1997;
DINIZ, 2008) tém mostrado o bom desempenho do DSC na secagem de solucdes extrativas
por spray drying, sendo um dos mais empregados na obtenc¢ao de extratos secos vegetais. Na
obtengdo do extrato seco de Bauhinia forticata foi verificado que um aumento no teor de DSC
no extrato resultou em uma suspensdao mais viscosa € com maior rendimento de secagem
(SOUSA, 2007). Teixeira (1996), ao avaliar os efeitos de uma série de adjuvantes
tecnologicos na secagem de extratos hidroalcoolicos de Achyrocline satureioide, observou
que os po6s produzidos com DSC apresentaram maior rendimento do processo, maior

recuperagao dos flavondides e menor umidade residual.
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A avalia¢ao pré-clinica de extratos secos de Maytenus ilicifolia mostrou que
aqueles produzidos com DSC apresentavam maior atividade antitilcera (ACHE, 1999); além
disso, elevados teores de DSC conferiram melhor rendimento de secagem, menor teor de
umidade residual e distribuicdo mais homogénea das particulas (OLIVEIRA, 2009). Na
otimiza¢do de secagem de extratos de Schinus terebinthifolius por asperséo, o teor de DSC ¢ a
temperatura de secagem influenciaram significativamente na estabilidade fisica do produto
seco obtido, mantendo o seu aspecto fino e fluido (VASCONCELOS et al., 2005). Essa
estabilidade pode estar relacionada a uma possivel microencapsulagdo das particulas do po

pelo DSC (CORNEC, 1990).
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2. JUSTIFICATIVA

O aproveitamento do potencial das plantas medicinais como fonte de
medicamentos pela populacdo ¢ estimulado pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS).
Nesse contexto, a inovagao industrial desses produtos vem sendo desenvolvida por intermédio
da academia e de institutos de pesquisa, estando o Brasil numa situagdo privilegiada pela sua
diversidade de ecossistemas, detendo em torno de um ter¢o da flora mundial (RATES, 2001;
YUNES; PEDROSA; FILHO, 2001).

Dentre as espécies que compdem o Programa Estadual de Fitoterapia, podemos
relacionar o chamba - Justicia pectoralis, pequena erva, cujas folhas sdo amplamente
utilizadas nas praticas caseiras da medicina popular e nos Programas Publicos de Fitoterapia,
sendo indicada no tratamento da asma, tosse e bronquite (MATOS, 1998; 2000). Ainda, ela
faz parte da Renisus, o que mostra sua potencialidade para elaboracdo de produtos
fitoterapicos com aplicabilidade no SUS, uma vez que evidéncias cientificas mostram sua
seguranca e eficacia (BRASIL, 2008; LEAL et al., 2000; LINO, 1995; NOBRE et al., 2006).

Atualmente, a forma farmacéutica a base de chamba ¢é restringida ao xarope, o
qual ¢ preparado a partir do seu extrato hidroalcoolico, mas que, em geral, apresenta
oscilacdes consideraveis na sua qualidade, por exemplo, densidade, pH, residuo solido e teor
de marcadores (cumarina e umbeliferona). Assim, percebe-se a necessidade de incorporagao
tecnoldgica na producdo e no controle de qualidade dos produtos derivados do chamba,
envolvendo melhorias desde o processo de preparacdo da droga vegetal, da matéria-prima
intermediaria (extrato da planta) até produto final (xarope), considerando-se também a
relevancia do investimento na elaboragdo de uma formulagdo so6lida (extrato seco), que possui
maior estabilidade e precisdo na dosagem. Além disso, ¢ importante salientar que inovagdes
no desenvolvimento de um medicamento requerem um monitoramento toxicoldgico e

farmacoldégico.
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OBJETIVOS

Geral

Realizar o desenvolvimento e o controle de qualidade do processo de producao da
droga vegetal, da solugdo extrativa e do extrato seco de Justicia pectoralis (Chamba)

padronizados, bem como investigar seu potencial farmacolédgico pré-clinico.

Especificos

Desenvolver e validar metodologia analitica em sistema de CLAE-DAD para a
determinagdo do teor dos marcadores quimicos, cumarina ¢ umbeliferona, na droga
vegetal, solugdo extrativa e extrato seco;

Estabelecer o método de producao da droga vegetal a partir da parte aérea de chamba
guiado pelo teor de umidade e de marcadores quimicos;

Desenvolver o método de producdo da solugao extrativa de chambé guiado pelo teor
de marcadores quimicos;

Desenvolver e avaliar método de secagem do extrato de chamba por spray drying;
Pesquisar os possiveis efeitos toxicos do extrato seco padronizado de J. pectoralis
(ESPJP) em neutrofilos humano, mensurada pela atividade da lactato desidrogenase;
Avaliar o efeito do ESPJP sobre a degranulacao de neutréfilos humano, mensurada
pela concentragdao de mieloperoxidase;

Avaliar a atividade antinociceptiva e antiinflamatéria do extrato padronizado de J.
pectoralis (EPJP) em roedores;

Determinar o perfil antimicrobiano do EPJP em 4gar.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Desenvolvimento e validacao de metodologia analitica por CLAE — DAD

Para garantir que um novo método analitico gere informagdes confidveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliagdo denominada validagcdo. O
presente estudo teve por finalidade a realizacdo de testes quantitativos para a determinacao
dos marcadores cumarina e umbeliferona na matéria-prima (droga vegetal) e nos produtos
derivados de J. pectoralis.

Dessa forma, segundo as orientagdes da RE 899/03 da ANVISA (BRASIL,
2003e¢) e de acordo com a finalidade do método, determinou-se os seguintes parametros para a
validacdo da metodologia analitica: especificidade, seletividade, linearidade, precisao,

exatidao e robustez.

4.1.1. Reagentes e solventes

Os padroes de cumarina e umbeliferona foram obtidos da Sigma (EUA) e Aldrich
(EUA), respectivamente. Os solventes para o preparo da fase movel (acetonitrila, metanol e
tethahidrofurano) eram grau CLAE e oriundos da J. T. Baker (EUA). A &4gua utilizada nas
analises, previamente destilada, foi purificada utilizando um sistema de filtragem Milli-q da
Millipore. Os demais reagentes eram de grau analitico: trietilamina (Merck, EUA) e acido

fosforico (Dinamica Quimica, Brasil).

4.1.2.  Condigdes Cromatograficas

A analise dos marcadores de Justicia pectoralis foi realizada utilizando um
sistema cromatografico Waters (EUA) acoplado com um detector de arranjo de diodos

(CLAE — DAD), injetor automatico e forno para coluna. Para tal, utilizou-se uma coluna X-
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terra C18 (Waters) de 250 x 4,6 mm e tamanho de particula de 5 um. Utilizou-se ainda, uma
pré-coluna (4,0 x 3,0 mm, Phenomenex) de constituicao semelhante a da coluna.

Tomando como base a fase moével de um método cromatografico para
determina¢do por CLAE de cumarina em Amburana cearensis (CANUTO; SILVEIRA,
2006), algumas modificagdes foram realizadas para que fosse possivel separar e quantificar
tanto a umbeliferona ¢ quanto a cumarina em J. pectoralis. A fase movel final consistia de
uma solucdo orgéanica composta por acetonitrila : metanol : tetrahidrofurano na propor¢ao 5,8
: 2,2 : 2,0 e uma solugdo tampao de trietilamina : acido fosférico : 4gua (0,45 : 0,24 : 99,31,
pH = 3), as quais eram misturadas para formar a fase A (80 : 20) e a fase B (60 : 40) na
proporcao tampao : fase organica. Ambas as fases eram filtradas em um aparato de filtragem
(Millipore, EUA) contendo uma membrana filtrante com poro de 0,45 pum (Millipore, EUA)
e, em seguida, desgaseificadas em banho ultrassonico (Unique, Brasil).

O fluxo da fase movel era 1,8 mL/min e a elui¢do gradiente (Tabela 2). O detector
foi operado sob 323 nm e a temperatura da coluna 40 °C. O volume de injecdo das amostras
era 20 pl, sendo necessarios 20 min para completar uma corrida. Os dados obtidos eram

processados pelo programa Empower® (Waters, EUA) do préprio aparelho.

4.1.3. Preparo das solugdes padrdes e das amostras

Inicialmente, pesou-se quantitativamente cumarina e umbeliferona padrao em
balanga analitica (Toledo, Brasil), os quais foram dissolvidos na fase movel A e transferidos
para o baldo volumétrico, de modo que as concentragdes finais ficaram 1,008 mg/mL e 0,102
mg/mL, respectivamente, podendo essas solugdes estoque ficarem armazenadas a temperatura
ambiente (25 °C).

As solugdes padrdes de rotina foram preparadas a partir das solugdes estoque por
meio da diluicdo com fase A em um mesmo baldo volumétrico, de modo que a solucdo final
contivesse os dois marcadores nas concentragdes desejadas.

O extrato utilizado no processo de validagdao foi obtido por percolagdo com
maceragdo prévia por 24 h, utilizando solugdo hidroalcoodlica 20 %. As amostras de extratos a
serem analisados eram diluidas com fase A em baldo volumétrico na propor¢do 1:4
(amostra:fase). Em seguida, a solucdo obtida era filtrada em unidade filtrante com poro de

0,45 um (Millipore, EUA).
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Tabela 2. Gradiente do método desenvolvido para

separa¢ao dos marcadores de Justicia pectoralis

Tempo (min) Fase A (%) Fase B (%)
0 100 0
10 20 80
15 0 100
16 0 100

4.1.4. Especificidade e Seletividade

Uma aliquota de solugdo padrao de cada marcador foi injetada no aparelho, assim
como uma solucdo padrdo contendo as duas substancias € uma amostra de extrato

hidroalcoodlico da planta, o qual foi produzido como descrito no item 4.1.3.

4.1.5. Linearidade e intervalo

Uma série de diluicdes das solucdes estoque dos marcadores foi analisada,
contemplando o intervalo de 50 % - 150 % da quantidade presente no extrato hidroalcodlico
de chamba. Tais solu¢des foram preparadas como descrito previamente no item 4.1.3. e
correspondiam a faixa de 0,1512 — 0,4536 mg/mL e 0,0153 — 0,0459 mg/mL para cumarina e
umbeliferona, respectivamente.

A partir dos dados obtidos nas analises, foi realizado o estudo de regressao linear,
considerando-se o método linear quando o coeficiente de correlacao (r) fosse pelo menos 0,99

(BRASIL, 2003¢).
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4.1.6. Precisao

Inicialmente, fez-se a avaliacdo da precisdo do sistema cromatografico utilizado,
sendo injetada a mesma amostra de extrato seis vezes seguida. Para o estudo de repetibilidade
(Tabela 3), uma amostra de extrato hidroalcodlico de J. pectoralis foi analisada 6 vezes pelo
mesmo analista, no mesmo dia e usando a mesma instrumentacao.

A verificacdo da precisdo intermediaria foi desenvolvida utilizando uma amostra
do mesmo extrato, a qual foi analisada por dois analistas, sendo realizado o Teste F para
verificar a igualdade entre variancias. O resultado foi expresso pelo desvio padrao relativo

(DPR %), ndo podendo assumir valores acima de 5 %.

Tabela 3. Protocolo experimental para precisao
intermediadria do método analitico para dosear os

marcadores de Justicia pectoralis.

Dia Analista | Analista 11
1 6 aliquotas 6 aliquotas
2 6 aliquotas -

4.1.7. Exatidao

Nesse caso, foram adicionadas aliquotas de solucdo padrio com concentragdo
crescente dos marcadores, que correspondiam a 50 %, 100 % e 150 %, do teor de marcadores
do extrato empregado, em uma amostra de extrato hidroalcodlico de J. pectoralis, a qual foi,
entdo, analisada. A partir dos resultados, determinou-se a recuperacdo dos marcadores na

amostra utilizando a seguinte equacao:

Ml (g) Onde: M1 = massa de padrio real

Recuperagdo (%) = X 100
M2 (g) M2 = massa de padrao tedrica
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4.1.8. Robustez

Para a avaliacdo da robustez do método, utilizou-se um planejamento fatorial do
tipo 2°, a fim de se avaliar a influéncia da composi¢do do gradiente da fase mével, pH da fase
movel e o fluxo da fase movel (Tabelas 4 e 5) na performance do método. Para tal, fez-se o
uso de uma amostra de extrato hidroalcodlico da planta, preparado como descrito
anteriormente (item 4.1.3.). Os resultados foram analisados no programa SPSS 14 (SPSS Inc.)
e as interacdes foram consideradas significativas quando p < 0,05. A combinagdo final das

variaveis esta resumida na Tabela 6.

Tabela 4. Fatores e niveis utilizados para avaliar a robustez do método

analitico para quantificar os marcadores de Justicia pectoralis

Nivel
Fator
(-) (+)
Composicao do Gradiente A B
Fluxo da Fase Movel 1,7 mL/min 1,9 mL/min
pH da Fase Movel 2,83 3,23

Tabela 5. Gradientes utilizados para avaliar a robustez do método

analitico para quantificar os marcadores de Justicia pectoralis

Gradiente A Gradiente B
Tempo
Fase A Fase B Fase A Fase B
0 100 % 0 98 % 2%
10 min 20 % 80 % 20 % 80 %
15 min 0 100 % 2% 98 %

16 min 0 0 2% 98 %
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Tabela 6. Planejamento fatorial 2° para avaliagio da robustez do método

analitico para doseamento de cumarina e umbeliferona em derivados de

Justicia pectoralis

Ensaio Gradiente Fluxo pH
1 A 1,7 mL/min 2,83
2 B 1,7 mL/min 2,83
3 A 1,9 mL/min 2,83
4 B 1,9 mL/min 2,83
5 A 1,7 mL/min 3,23
6 B 1,7 mL/min 3,23
7 A 1,9 mL/min 3,23
8 B 1,9 mL/min 3,23

4.2. Obtencéo da Droga Vegetal

4.2.1. Coleta do material

O material vegetal foi coletado no Horto de Plantas Medicinais do Nucleo de

Fitoterapia (NUFITO), que faz parte da Coordenadoria de Assisténcia Farmacéutica da

Secretaria de Saude do Estado do Ceard, sendo realizada pela manha. A exsicata (nimero

16079) da espécie estd depositada no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do

Ceara.

Retirou-se manualmente com o auxilio de uma faca a parte aérea da planta, a qual

foi lavada em &4gua corrente, seguida de 4gua destilada. Apds a pesquisa de materiais

estanhos, a matéria-prima vegetal foi posta para secar o excesso de agua.
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4.2.2. Secagem e estabilizacao

A parte aérea do chambé foi submetida a secagem em estufa com circulagao
forcada de ar continua (Lawes, Brasil) sob temperatura de 35 + 5 °C em tempo suficiente para
obten¢do do teor de umidade estabelecido pela farmacopéia brasileira que se caracterizasse
droga vegetal e garantisse sua estabilidade (8 — 14 %). A cominui¢ao do material seco foi feita
em siladeira, utilizando-se a malha fina.

O monitoramento do teor de umidade da droga vegetal foi realizado em
determinador de umidade de infravermelho (Marte, Brasil). Para tal, utilizou-se em torno de 3
g da planta, a qual foi picada e colocada no aparelho, ficando sob aquecimento de 105 °C por
1 h (OLIVEIRA et al., 2001).

Fez-se uma comparacdo entre a forma de produg¢do da droga vegetal pelo
NUFITO (em sala de secagem com desumidificador) e a forma padronizada pelo presente

projeto, sendo avaliados os aspectos visuais da droga obtida e o teor dos principios ativos.

4.3. Caracterizacdo Farmacogndstica da Droga vegetal

4.3.1. Cinzas totais

Pesou-se exatamente 3 g da droga vegetal pulverizada, sendo transferidos para um
cadinho de porcelana, previamente calcinado e pesado. Incinerou-se a amostra em forno
mufla, aumentando-se a temperatura gradativamente até 450 °C (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2000). Terminada a incineracao, resfriou-se o cadinho em dessecador e se fez
a pesagem. Calculou-se o teor de cinzas em funcdo da droga seca de acordo com a equagdo a

seguir:

MI (g) Onde: M1 = massa de cinzas

Cinzas totais (%) = X 100
M2 (g) M2 = massa total de droga pesada
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4.3.2. Umidade residual

O teor de umidade foi realizado em determinador de umidade de infravermelho
(Marte, Brasil). Para tal, utilizou-se em torno de 3 g da planta, a qual foi picada e colocada no

aparelho, ficando sob aquecimento de 105 °C por 1 h (OLIVEIRA et al., 2001).

4.3.3. Andlise Granulométrica

Para a analise granulométrica, realizou-se o método descrito na Farmacopéia
Brasileira IV (2000). O jogo de tamises, com tamanho da abertura das malhas de 2,8 mm, 1,7
mm, 0,71 mm, 0,355 mm, 0,25 mm, 0,18 mm, 0,125 mm e fundo coletor, foram montados
sobre manta vibratoria (Granulotest, Brasil). Ao primeiro tamis, foram adicionados 100 g de
droga vegetal triturada, ficando sob vibracdo por 20 min. Apos isso, foi determinado o

percentual de droga retida nos tamises de acordo com a equagao:

MI (g) Onde: MI = massa retida no tamis

Reten¢do de droga (%) = X 100
M2 (g) M2 = massa de droga total pesada

4.3.4. Determinacao do teor de extrativos em etanol

Foi realizado de acordo com a metodologia estabelecida na Farmacopéia
Brasileira IV (2000). Um cartucho de papel de filtro, previamente tarado, foi preenchido com
cerca de 2 g de droga vegetal e alocado num sistema extrator de Soxhlet. Adicionou-se etanol,
em quantidade suficiente no baldo para ocorrer o sifonamento, juntamente com 200 mg de
hidréxido de potassio, ficando sob extracao por 5 h. Apds esse tempo, o residuo do cartucho
foi secado em estufa a 105 °C por 30 min. O resultado foi referido em fun¢do do peso da

droga seca de acordo com a equagao:
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M1 - M2 (g)
Teor de extrativos em etanol (%) = X 100

M1 (g)

Onde: M1 =massa de droga antes da extragao

M2 = massa de droga depois da extracao

4.3.5. Determina¢do do teor de extrativos em agua

Empregou-se metodologia descrita pela OMS (WHO, 1998), onde cerca de 4 g da
droga vegetal triturada foram macerados com 100 mL de agua destilada por 24 h, sendo
agitados os frascos freqiientemente nas primeiras 6 h e, em seguida, deixados em repouso por
18 h. O macerado foi filtrado, sendo transferidos 25 mL para um recipiente previamente
tarado, o qual foi secado em estufa a 105 °C por 6 h. O teor de extrativos em agua foi referido

em funcao do peso do material vegetal através da equacgao:

M1 (g)
Teor de extrativos em agua (%) = X FD X 100

M2 (g)

Onde: M1 = massa do residuo do macerado
M2 = massa de droga antes da maceracao

FD = fator de diluicao
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44, Preparo e caracterizagdo das solugdes extrativas

4.4.1. Processo extrativo

Os extratos da parte aérea do chambé foram obtidos por percolacdo a temperatura
ambiente. Utilizou-se solugdo hidroalcoodlica 20 % como limite inferior no estudo, pois
extratos aquosos ou com teores de etanol abaixo desse valor apresentam risco de crescimento
microbiano (SONAGLIO; ORTEGA; PETROVICK., 2000). Quanto a proporcao
droga:solvente e ao tempo de maceragdo, estabeleceu-se como nivel inferior os parametros
utilizados para a produgao de tinturas vegetais (1:5 ¢ 24 h) (PRISTA; ALVES; MORGADO,
1996). Ja os outros niveis do planejamento foram multiplos de 2 (condi¢ao intermediaria) e 3
(extremo superior) do nivel inferior, exceto para o solvente extrator, para o qual foi utilizado
etanol absoluto.

Empregou-se um planejamento fatorial 2’ com ponto central para o estudo das
variaveis do processo extrativo: teor da solucao hidroalcoodlica, tempo de extracao e propor¢ao
droga:solvente (Tabela 7). A Tabela 8 mostra a combinacdo final dos fatores e niveis
estudados. A resposta do estudo do processo extrativo foi definida pelo teor de marcadores
(cumarina e umbeliferona) determinados por CLAE-DAD, conforme metodologia analitica
descrita no item 4.1.2.

Os resultados foram analisados para definir a influéncia das varidveis no processo
extrativo, sendo consideradas significativas as interagdes com p < 0,05. As respostas foram

ajustadas numa superficie de resposta por meio do modelo matematico a seguir:

Y =Bo+ PBaXi+ BaXot BaXs +¢

Onde: Y =teor de principio ativo (mg/g de droga)
Bn = pardmetros de primeiro grau da regressao

X, = varidveis do processo extrativo

€ = parametro aleatorio da regressao
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Tabela 7. Fatores e niveis utilizados para avaliar o processo extrativo

de Justicia pectoralis

Nivel
Fator
(-) (0) (+)
Solugao Hidroalcodlica 20 % 60 % 100 %
Tempo de Maceragao 24 h 48 h 72 h
Relacao Droga:Solvente (g:mL) 1:5 1:10 1:15

Tabela 8. Planejamento fatorial 2° para padronizagdo do processo de

extrativo de cumarina e umbeliferona em derivados de Justicia pectoralis

Ensaio Solvente Maceracédo Droga:solvente
1 20 % 24 h 1:5
2 20 % 24 h 1:15
3 20 % 72 h 1:5
4 20 % 72 h 1:15
5 60 % 48 h 1:10
6 100 % 24 h 1:5
7 100 % 24 h 1:15
8 100 % 72 h 1:5
9 100 % 72 h 1:15

4.4.2. Caracterizagdo fisico-quimica do extrato

4.4.2.1. Determinacao do pH

Realizou-se de acordo com metodologia presente na Farmacopéia Brasileira IV
(2000), onde 10 mL da solucdo extrativa foi analisada em potencidometro calibrado com

tampodes de pH 4,0 e 7,0. As andlises foram feitas em triplicata.
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4.4.2.2. Determinacao da densidade

A densidade do extrato foi determinada com o auxilio de um picnémetro a 25 °C,
previamente calibrado com agua destilada, como estabelecido na Farmacopéia Brasileira IV
(2000). Os resultados foram expressos em g/mL e referem-se a média de trés repetigdes,

sendo obtidos pela equagdo:

M (g) Onde: M =massa da solucao extrativa

Densidade (g/mL) =
V (mL) V= volume do picnémetro

4.4.2.3. Determinacao do teor de residuo solido

Transferiu-se 5 mL de solucdo extrativa para cadinho previamente tarado o qual
foi secado em estufa a 105 °C por pelo menos 4 h até que ndo houvesse variagcdo no peso
(FARMACOPEIA BRASILEIRA IV, 2000). O teor de sélidos foi calculado em fungio do

volume de extrato de acordo com a equagdo:

M (g) Onde: M = massa do residuo

Teor de residuo solido (%, m/v) = X 100
V= volume do extrato
V (mL)

4.4.2.4. Doseamento do teor de cumarina e umbeliferona

O doseamento dos marcadores no extrato hidroalcoolico de J. pectoralis
desenvolvido no presente estudo foi realizado de acordo com a metodologia descrita nos itens

4.1.2. e 4.1.3. A concentracdao final do extrato foi obtida a partir da equacao do estudo
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linearidade (item 4.1.5.). Para efeito de comparagao, foram analisadas amostras de xarope de

chamba produzidos por Programas Publicos de Fitoterapia no estado do Ceara.

4.5. Producéo do extrato seco padronizado de Justicia pectoralis e sua caracterizacao

4.5.1.  Secagem do extrato por spray drying

Inicialmente, realizou-se uma avaliagcdo preliminar em estufa dos adjuvantes de
secagem comumente utilizados no processo de secagem em spray dryer, tais como: celulose
microcristalina, amido de milho e dioxido de silicio coloidal. As dispersdes (extrato com
excipiente) foram agitadas durante 15 min em agitador magnético (Fisaton, Brasil) e
transferidas para placas de Petri de modo a formar uma fina camada sobre a superficie das
mesmas, sendo, em seguida, mantidas em estufa a 60 °C por 1 h (PEIXOTO, 2005).

Os materiais secos foram avaliados quanto a distribui¢do do extrato e do
excipiente na placa e a sua aderéncia a superficie da placa. Os excipientes que apresentaram
boa incorporagdo ao extrato e facilidade de remocdo da placa foram utilizados para secagem
por spray drying nas proporgoes 1:0,25, 1:0,5 e 1:1 (massa de residuo seco do extrato : massa
de excipiente). Para o estudo de secagem, foi utilizado um spray dryer modelo MSD 1.0
(Labmaq, Brasil), com base em ensaios preliminares, as condigdes de secagem a serem

empregadas na producdo do extrato seco estdo descritas na Tabela 9.

Tabela 9. Condigdes operacionais para secagem por Spray dryer

Parametros Valor

Temperatura de entrada do ar de secagem 95 °C

Temperatura de saida do ar de secagem 45 °C
Fluxo de alimentacao 0,3 mL/min

Fluxo de ar 40 L/min
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4.5.2. Caracterizagdo fisico-quimica do extrato seco

4.5.2.1. Determinagdo da umidade residual

Foi realizada em determinador de umidade de infravermelho de acordo com a

metodologia ja descrita no item 4.3.2.

4.5.2.2. Determinacdo do rendimento do processo de secagem

O rendimento do processo foi calculado apds a finalizacdo da secagem da
dispersdo do extrato com adjuvante. O produto foi pesado e teve sua massa calculada

percentualmente em relacdo ao teor de sélidos totais da dispersdo com a equagdo a seguir:

MI (g)
Rendimento (%) = — X 100

M2 (g)

Onde: M1 = massa de extrato seco obtida

M2 = massa teorica de extrato seco (residuo do extrato com a massa do excipiente)

4.5.2.3. Determina¢do da densidade, do fator de Hausner e do indice de compressibilidade do

po

Em uma proveta de 5 mL, previamente pesada, adicionou-se uma amostrade 1 g
de po, de modo que a relagdo entre o volume e a massa de p6 adicionada a proveta constituia
a densidade aparente. Em seguida, a proveta foi acoplada a um sistema de agitacdo de

peneiras e submetida a vibragdo intermediaria (nivel 4) por 1 min e em agitacdo maxima até
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que nao houvesse variagdes no volume. A densidade de compactagao foi calculada através da
relagdo entre o volume ocupado pelo p6 depois da compactagao e a massa de p6 adicionada a

proveta:

M (g)
Densidade aparente (g/mL) =
V (mL)
Onde: M =massa de po
V = volume ocupado pelo pé antes da agitacao
M (g)
Densidade de compactacdo (g/mL) =
V (mL)

Onde: M = massa de po

V = volume ocupado pelo p6 apos da agitacao

O fator de Hausner (FH) foi obtido através do quociente entre as densidades de

compactacdo e aparente do material avaliado, pela equagdo a seguir:

D1 (g/mL) Onde: DI = densidade de compactacao
FH = ————
D2 (g/mL) D2 = densidade aparente
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O indice de compressibilidade (IC) foi calculado a partir da densidade aparente e

de compactacao de acordo com a férmula:

D2 (g/mL) — D1 (g/mL) Onde: D1 = densidade de compactacdo
IC (%) = X 100
D2 (g/mL) D2 = densidade aparente

4.5.2.4. Determinagdo do teor de marcadores no extrato seco obtido por spray drying

As andlises foram realizadas conforme metodologia descrita no item 4.4.2.3.

4.6. Avaliacao pré-clinica do extrato padronizado de Justicia pectoralis

e Aspectos Eticos:
O presente projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara sob o protocolo 068/07, segundo os

principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

e Animais:
Foram utilizados camundongos machos (variedade Swiss) ou ratos fémeas
(variedade Wistar), adultos, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceara e do Biotério Setorial do Departamento de Farmacia ou de Fisiologia e Farmacologia
da Universidade Federal do Ceara. Os animais foram mantidos em periodos de claro/escuro
de 12 h para ambientagdo e aclimatagdo. Aos animais foram fornecidas agua e ragdo ad

libitum.
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e Sangue Humano:
As amostras de sangue foram colhidas pelo Centro de Hematologia e Hemoterapia
do Ceara (Hemoce) e, apOs processo de fracionamento, foi fornecido o buffy coat, que

consistia de uma fragéo rica em leucocitos, para realiza¢ao dos testes in vitro.

4.6.1. Citotoxicidade

Varios ensaios in vitro podem ser empregados para avaliar a citotoxicidade das
substancias quimicas, tendo como vantagem a pequena quantidade do produto para ser usada
nas avaliagdes. Os parametros determinados consistem na contagem direta de células, medida
da integridade da membrana celular e do material genético, bem como da atividade
metabolica da célula, entre outros (BARILE; DIERICKX; KRISTEN, 1994). Dessa forma,
para garantir a seguranga e a efetividade de um produto com fim medicinal, este ndo deve

apresentar efeitos toxicos sobre as células do organismo.

4.6.1.1.  Isolamento e purificagdo de neutrofilos

As células polimorfonucleadas (PMNs) foram isoladas do buffy coat, proveniente
do Hemoce, de acordo com metodologia descrita por Lucisano ¢ Mantovani (1984). Os pellets
celulares foram suspensos em tampdao HBSS (pH 7,0) contendo 0,1 % de gelatina (BD). As
suspensdes de células continham de 80 — 90 % de neutréfilos, cuja viabilidade celular,

determinada pela coloracdo com azul de tripan, era maior que 95 %.

4.6.1.2.  Determinacdo da atividade da enzima Lactato Desidrogenase (LDH)

Aliquotas de 1 mL de PMNs contendo 5 x 10° células/mL eram incubadas por 15
min a 37 °C com HBSS — gelatina (controle negativo), Triton X-100 (controle positivo) ou

extrato seco padronizado de J. pectoralis (ESPJP) nas concentragdes de 1, 5, 10, 50, 100 e
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200 pg/mL (LUCISANO; MANTOVANI, 1984). Todos os tubos foram centrifugados na
velocidade de 755 g por 10 min a 4 °C. A avaliacao da potencial toxicidade do ESPJP baseou-
se na atividade da enzima LDH, a qual foi determinada por espectrometria (340 nm) segundo
orientacdes do fabricante (Labtest, Brasil). Os resultados correspondem a média = EPM de

trés experimentos realizados em triplicata em dias diferentes.

4.6.1.3.  Determinagdo da atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO)

A producdo de mieloperoxidase por neutrdfilos humanos foi determinada por
espectrometria utilizando 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB, Sigma) como substrato
(SUZUKI; OTA; SASAGAWA, 1983). As células (5,0 x 10° células/mL) foram incubadas
com ESPJP (3; 6; 12,5; 25; 50; 100 pg/mL) por 15 min a 37 °C, e, entdo, estimuladas com
forbol 12-miristato 13-acetato (PMA, Sigma) 0,1 pg/mL. Apdés 15 min, a suspensdo foi
centrifugada (800 g por 10 min a 4 °C). PBS (100 pL), tampao fosfato pH 7,0 (50 pL) e
peréxido de hidrogénio 0,012 % (v/v) foi adicionado em aliquotas (200 uL) de sobrenadante.
Apos 5 min a 37 °C, foi adicionado TMB 1,5 mM (20 pL) e, finalmente, acetato de sédio 1,5
M pH 3,0 (30 puL) para interromper a reagdo. A medida espectrofotométrica foi realizada sob

620 nm.

4.6.2. Atividade antiinflamatoéria

4.6.2.1. Avaliagdo da atividade antiedematogénica: edema de pata induzido por

carragenina em camundongos

Camundongos Swiss, machos (25 — 30 g), foram tratados com EPJP (100, 200 e
400 mg/kg, v.0.) ou agua destilada (controle) 1 h antes da injecdo subcutanea de 50 pL da
solucdo de carragenina (Sigma) 1 % na pata traseira direita do animal. O volume da pata foi
medido antes e 1, 2, 3, 4 h ap6s a inje¢do de carragenina, através de pletismografo (Ugo

Basile, Italia). O volume do edema (uL) foi determinado pela diferenca entre o volume da
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pata nos referidos intervalos de tempo e o volume antes da inje¢ao de carragenina (WINTER,

RISELY; NUSS, 1962).

4.6.2.2. Avaliacdo da atividade antiedematogénica: edema de pata induzido por dextrano

em camundongos

Camundongos Swiss (25-30 g) foram tratados por gavagem com EPJP (100, 200 e
400 mg/kg) ou agua destilada (controle). Sessenta minutos apos o pré-tratamento, os animais
receberam uma injecao subcutanea (50 pul) na pata direita traseira da solugdo de dextrano
10% (Sigma). O volume da pata foi medido através de pletismometro (Ugo Basile, Italia) em
diferentes intervalos de tempo (0, 1, 2, 3 e 4 h) apos a injecdao do estimulo inflamatério. O
volume do edema (uL) foi determinado pela diferenca entre o volume da pata nos referidos
intervalos de tempo e o volume antes da injecio de dextrano (GAMSE; HOLZER;
LEMBECK, 1980).

4.6.2.3. Avaliagdo da atividade antinociceptiva: nocicepc¢ao induzida por capsaicina em

camundongos

A nocicep¢do aguda foi induzida em camundongos Swiss (20-25g) machos
através de inje¢do intraplantar de capsaicina (1,6 pg em 50 pL, Sigma) ou do seu veiculo
(80% PBS, 10% etanol, 10% Tween 80). O tempo gasto pelo animal lambendo a pata,
utilizado como indice de nocicepgao, foi registrado no periodo de 0 — 5 min apds a injegdo de
capsaicina. Os animais foram pré-tratados com EPJP (100, 200 ou 400mg/kg, v.0.) ou dgua

destilada (controle) 1 h antes da inje¢do de capsaicina (SANTOS; CALIXTO, 1997).
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4.6.3. Atividade antimicrobiana

Com base no uso etnofarmacoldgico de J. pectoralis para o tratamento de doengas
do trato respiratério, a investigagdo do possivel efeito antimicrobiano da planta torna-se
fundamental, tendo em vista que juntamente com os virus, as bactérias constituem o agente
etioldgico de muitas patologias respiratdrias.

Nesse estudo, foram utilizadas cepas microbianas padrdo oriundas da American
Type Culture Colection (ATCC). Os microrganismos consistiam em quatro espécies
bacterianas (Staphylococus aureus ATCC 6538P, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Escherichia coli ATCC10536 ¢ Salmonela cholerasuis ATCC10708) e uma fingica (Candida
albicans ATCC 10231).

Os microrganismos, mantidos em agar estoque sob refrigeragdo, foram repicados
para Caldo BHI (Brain-heart Infusion, Merck) e incubados a 35 °C até atingirem uma
turvacdo visivelmente equivalente a do tubo 0,5 da escala de McFarland (10 UFC/mL). Com
o auxilio de swab estéreis, as suspensdes bacterianas e fungica foram semeadas na superficie
do Agar Mueller-Hinton (Merck) e Agar Sabouraud-dextrose (Merck), respectivamente. Apds
5 min, foram feitos pocos de 6 mm de didmetro no agar, utilizando-se um perfurador estéril,
sendo, aplicadas dilui¢des seriadas do EPJP nesses pocos (VARDAR-UNLU et al., 2003). Os
meios de cultura semeados, depois de 30 min, foram incubados a 35 °C/18 h. Os halos de
inibi¢do foram mensurados com auxilio de paquimetro e expressos em milimetros (mm),

sendo resultado da média de trés ensaios.

4.7. Andlise estatistica

Os resultados da validagdo do método analitico e alguns relacionados com o
preparo da droga vegetal, das solugdes extrativas e do extrato seco foram processados
utilizando o programa Excel® 2003 (USA), adotando os valores de referéncias presentes na
legislagdo vigente quando pertinente. Os dados oriundos dos planejamentos fatoriais foram
processados utilizando o programa estatistico R (Australia), considerando o = 0,05. A analise
estatistica dos ensaios bioldgicos foi realizada com auxilio do programa Graph Pad Prism®

4.0 (USA), sendo os resultados expressos como a média + erro padrdo da média (EPM). A
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comparacdo entre as médias foi realizada utilizando-se o teste “t” de Student, comparagao
entre duas médias, ou analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, como teste

post hoc. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica por CLAE — DAD para

guantificacdo de cumarina e umbeliferona

Dentre as principais técnicas analiticas empregadas na atualidade para
quantifica¢do de substancias isoladas ou em misturas, a CLAE ¢ uma das mais referidas pelos
codigos oficiais (farmacopéias e compéndios) para tal finalidade devido a sua precisao,
exatiddo e, sobretudo, sua rapidez e sensibilidade (BITTENCOURT, 2003;
QUATTROCCHIO; ANDRIZZ; LABA, 1992; WATSON, 2003).

Em geral, a maioria dos métodos cromatograficos descritos na literatura para
quantificagdo das cumarinas ¢ realizada por CLAE utilizando detector de ultravioleta (UV)
(AHN et al., 2008; CELEGHINI; VILEGAS; LANCAS, 2002; SANTOS, 2005), visto que
essas moléculas possuem nucleo cromoédforo que absorve fortemente na regido do UV,
caracteristica esta influenciada também pelos grupamentos ligados ao nucleo lactonico
(KANG et al., 2003; KOVAC; NOVAK, 2002). Nas Figuras 3A, 3B e 3C podem ser vistos os
espectros da cumarina, da umbeliferona ¢ do extrato hidroalcodlico de J. pectoralis, onde a
faixa de melhor absor¢do para a cumarina e umbeliferona foi 277 e 323 nm, respectivamente.
No espectro do extrato de J. pectoralis, observou-se a presenga de outras moléculas, além da
cumarina e umbeliferona, tendo em vista a complexidade quimica da matriz vegetal. Assim,
no desenvolvimento do método analitico por CLAE para padronizagdo de produto derivado de
chamba foram utilizadas as faixas de melhor absor¢cdo das moléculas alvo. Em ensaios
preliminares com solugdes extrativas hidroalcoolicas de J. pectoralis, foi verificado que as
areas de umbeliferona e cumarina seguiam uma proporc¢ao em torno de 1:10. Com base nisso,
como a umbeliferona apresentava menor teor na planta, quando comparada com a cumarina,
foi utilizado o seu comprimento de onda, ou seja, 323 nm, para o desenvolvimento do
método, condi¢do em que a cumarina também possuia boa absor¢ao.

Em uma analise por CLAE, a qualidade da separagdo e a sua reprodutibilidade
ndo resultam apenas da qualidade da fase estacionaria e do aparelho, mas também da fase
movel utilizada. Solventes que apresentam baixa absor¢ao na faixa do UV, baixa viscosidade

e que sejam misciveis em agua s3o os ideais para esse fim, destacando-se o metanol, a
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acetonitrila e o tetrahidrofurano (SIGMA-ALDRICH, 2008), os quais foram empregados para
compor a por¢ao organica da fase movel do presente estudo.

Atualmente, existe uma ampla variedade de colunas cromatograficas para CLAE,
a qual ¢ escolhida de acordo com as caracteristicas da amostra a ser analisada, sobretudo sua
complexidade (CIOLA, 1998). As colunas de fase reversa sdo as mais empregadas, pois
apresentam versatilidade e boa compatibilidade com a maioria das fases hidrofilicas, sendo
capazes de separar amostras tanto polares quanto apolares. Assim, foi empregada uma coluna
de fase reversa octadecil (C-18) sob temperatura de 40 °C durante o estudo.

Apos estabelecimento das condig¢des de separacdo dos compostos de interesse, €
necessario validar o método analitico. Nesse contexto, validar em analise quimica consiste em
assegurar que o sistema funcione adequadamente dentro das condigdes de andlise para as
quais foi validado. Dependendo do intuito do método, ha diferentes sistemas de validagao
propostos pelos 6rgdos nacionais e internacionais, embora eles coincidam em certos pontos
(LANCAS, 2004; RIBANI et al., 2004).

Segundo a resolugdo 899/03 da ANVISA, o método para quantificagdo dos
marcadores (cumarina ¢ umbeliferona) em produtos derivados de J. pectoralis enquadra-se na
categoria I, cuja finalidade do teste ¢ a determinagdo de principio ativo em produtos
farmac€uticos ou matérias-primas. Dessa forma, o método foi validado quanto a
especificidade, linearidade, precisdo, exatidao, robustez e ao intervalo (BRASIL, 2003e).

Na Figura 4 pode ser observada a eluicdo da umbeliferona e da cumarina, que
apresentaram tempo de retencdo (= DP, desvio padrdo) de 4,87 + 0,24 ¢ 5,96 £ 0,29 min,
respectivamente. Sob a mesma condicao analitica foi observada a separagdo desses
marcadores no EHA de chamba. Certamente, a eluicdo por gradiente agregou vantagens ao
método, pois essa condi¢do, em geral, confere melhor resolugdo dos picos, reduz o efeito do
distarbio de linha de base e ajuda a separar compostos com caracteristicas quimicas
semelhantes (CIOLA, 1998; SCHELLINGER; CARR, 2006).

No estudo de linearidade, a equagao obtida foi do tipo Y =a X + b, onde a 4rea do
pico (Y) ¢ uma fungdo linear da concentraciao da substancia (X). As Tabelas 10 e 11 trazem
as concentragdes ¢ as areas absolutas de cumarina e umbeliferona, respectivamente. Os
coeficientes de correlagdo (r) conseguidos foram de 00,9998 e 00,9998 para cumarina e
umbeliferona, respectivamente, e as representacdes graficas das curvas de calibracao,

juntamente com as equagdes da reta, estdo nas Figuras 5A e 5B.
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Figura 3. Espectros de absor¢ao na regido do ultravioleta da cumarina

(A), da umbeliferona (B) e do extrato hidroalcodlico de Justicia

pectoralis (C) obtidos por CLAE - DAD.



Al

Al

Resultados e Discussdes 67

0,20

0,10+

Cumarina

Umbeliferona !

(A)

— T
10,00 12,00

Minutes

L R I SR S R
2,00 4.00 6,00 8,00

—TT
14,00

— —
16,00 18,00 20,00

0.30—3
0.25—3
0,201
0157
0,10—3
0.05

0,00

|
|'| I |I |
-l ;|L I .|I |

(B)

e — e T — T T T
2,00 4,00 §,00 8,00 10,00 12,00
Minutes

T
14,00

Tl T T
16,00 18,00 20,00

Figura 4. Cromatograma da solugdo padrdo contendo cumarina e umbeliferona (A) e do

extrato hidroalcodlico de Justicia pectoralis (B). As analises foram realizadas pelo menos

em triplicata por CLAE — DAD. Condigdes: coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um), fase
moével (A: AcN/MeOH/THF; B: tampao H,POu/trietilamina, pH 3), eluicdo gradiente,

fluxo 1,8 mL/min e A = 323 nm.
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Tabela 10. Areas absolutas dos picos de cumarina obtidas por CLAE — DAD

Concentracéo (mg/mL) Area do Pico + DP DPR (%)
0,1512 3165458 + 1833,51 0,06
0,1814 3880079 + 7841,81 0,20
0,2117 4580023 +£2105,13 0,05
0,2419 5153841 + 5326,54 0,10
0,2722 5801196 + 8586,95 0,15
0,3024 6410925 + 14886,43 0,23
0,3326 7076154 £+ 7958,88 0,11
0,3629 7718299 + 9729,33 0,13
0,3931 8367030 + 7055,79 0,08
0,4234 9141668 +24831,93 0,27
0,4536 9727844 + 12459,11 0,13

A area do pico esta expressa como a média = DP. As analises foram realizadas em triplicata.

Tabela 11. Areas absolutas dos picos de umbeliferona obtidas por CLAE — DAD

Concentracédo (mg/mL) Area média + DP DPR (%)
0,0153 964012 +3041,31 0,32
0,0184 1173475 +£2810,87 0,24
0,0214 1383687 +1911,53 0,14
0,0245 1566859 + 366,00 0,02
0,0275 1756295 +2043,25 0,12
0,0306 1970425 £+ 3947,69 0,20
0,0337 2148061 + 6477,78 0,30
0,0367 2327275 £ 5625,84 0,24
0,0398 2546693 +2347,56 0,09
0,0428 2767086 + 4534,48 0,16
0,0459 2955730 + 1326,98 0,04

A area do pico esta expressa como a média + DP. As analises foram realizadas em triplicata.
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Figura 5. Representagdo grafica da curva de calibragdo obtida por CLAE — DAD
para cumarina (A) e umbeliferona (B). Foram preparadas 11 concentragdes de
solugdo padrao de cumarina (0,1512 — 0,4536 mg/mL) e de umbeliferona (0,0153 —
0,0459 mg/mL), obtidas a partir de solu¢do mae de cumarina (1,008 mg/mL) e de

umbeliferona (0,102 mg/mL), respectivamente.
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A andlise de variancia dos resultados obtidos na avaliacdo da linearidade do
método desenvolvido mostrou que existe uma relacdo linear entre as concentragdes dos
marcadores quimicos (cumarina e umbeliferona) e suas respectivas areas dos picos, ou seja, o
método foi linear na faixa de concentragdo estudada (Tabela 12).

A precisdo do sistema, obtida por varias injecdes da mesma amostra, € a
repetibilidade intermediaria, comparando a realizacdo do método entre analistas e periodos
distintos, resultaram em DPR que variaram de 1,12 a 2,31 % e de 1,43 a 2,55 % para
cumarina e umbeliferona, respectivamente (Tabelas 13 e 14). No teste F (ANOVA), para
avaliar a igualdade entre as variancias, foi verificado que ndo houve diferengas significativas
(p > 0,05) nos resultados obtidos (Tabela 15). Portanto, o0 método foi preciso, inclusive com
DPR dentro do limite estabelecido (5 %) pela legislagcdo vigente (BRASIL, 2003e).

As Tabelas 16 e 17 mostram os valores de recuperagdo de cumarina e de
umbeliferona acrescentados em uma amostra de extrato hidroalcodlico de chamba. A
recuperagdo meédia para ambos os marcadores foi 98,07 e 97,34%, respectivamente,
demonstrando, assim, a exatidao do método analitico (BRASIL, 2003¢).

No estudo de robustez do método para cumarina, verificou-se que ndo houve
resultado significativo do efeito principal do gradiente e do fluxo (p>0,05). No entanto, houve
resultado significativo do pH (p<0,01), assim como das combina¢des duplas entre gradiente —
fluxo e gradiente — pH (p<0,01) e da combinagdo tripla gradiente — fluxo — pH (p<0,05), o que
sugere que a cumarina comporta-se de forma diferenciada caso ocorram alteragdes de pH ou
variagOes simultaneas nas condi¢des analiticas investigadas (Tabela 18). Na Tabela 19 pode
ser observado que a umbeliferona sofreu efeito principal significativo de todas as variaveis
estudadas (p<0,01), incluindo as combina¢des duplas gradiente — fluxo, gradiente — pH e
fluxo — pH e a tripla gradiente — fluxo — pH, ou seja, a umbeliferona diferencia-se sob as

diversas condic¢des avaliadas, tanto quando combinadas entre si quanto isoladamente.
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Tabela 12. Analise de variancia (ANOVA) das curvas padrdes de
cumarina ¢ umbeliferona
Padréo SQ MQ F
Cumarina 0,301665142 0,301665  65773,89*
Umbeliferona 0,003084947 0,003085  68661,79*

(*) p<0,05

Tabela 13. Avaliagdo da precisio do sistema para

cumarina e umbeliferona em extratos de Justicia pectoralis

Marcador Area do pico DPR (%)
Cumarina 29866757,67 + 40977,54 1,37
Umbeliferona 868399,00 + 12453,11 1,43

A area do pico esta expressa como a média = DP. As analises foram

realizadas em sextuplicata.

Tabela 14. Avalia¢do da precisdo intermediaria da cumarina ¢ da umbeliferona em

extratos de Justicia pectoralis

_ _ Area do pico
Dia  Analista

Cumarina Umbeliferona

{ I 3081465,67 + 47240,87 (1,53)  897225,67 + 14536,63 (1,62)
| 2937207,33 + 67938,14 (2,31)  860954,50 + 21948,28 (2,55)

2 I 2985807,67 +33409,08 (1,12) 871473,33 + 16379,70 (1,88)

A érea do pico estd expressa como a média = DP (DPR, %). As andlises foram realizadas em

sextuplicata.
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Tabela 15. Analise de variancia* (ANOVA) da precisdo intermedidria para cumarina

¢ umbeliferona em extratos de Justicia pectoralis

. . p-valor uni-caudal
Condicao Experimental

Cumarina  Umbeliferona

Analista I vs. Analista I / dia diferente 0,2326 0,3999

Analista I vs. Analista II / mesmo dia 0,2221 0,1934

Analista I vs. Analista II / dia diferente 0,0727 0,2681
*a=5%

Tabela 16. Resultados da analise de exatiddo para cumarina em extratos de

Justicia pectoralis

Concentracéo Recuperacao (%) Media
. DPR (%)
adicionada (DP) (DP)
50 % 99,82 (1,3)
100 % 95,21 (2,27) 98,07 (2,5) 2,55
150 % 99,19 (0,51)

Os resultados correspondem a média de trés determinagdes. A concentragdo de padrdo
adicionada foi estabelecida em fung¢do do teor de marcador determinado no extrato.

Tabela 17. Resultados da analise de exatiddo para umbeliferona em extratos de

Justicia pectoralis

Concentracéao Recuperacao (%) Media
. DPR (%)
adicionada (DP) (DP)
50 % 99,58 (2,88)
100 % 96,98 (1,02) 97,34 (2,05) 2,14
150 % 95,46 (2,09)

Os resultados correspondem a média de trés determinagdes. A concentracdo de padrdo
adicionada foi estabelecida em fun¢ao do teor de marcador determinado no extrato.
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Tabela 18. Analise de varidancia (ANOVA) do estudo de robustez do método
desenvolvido por CLAE — DAD para cumarina, marcador quimico do extrato de

Justicia pectoralis

Fontes de Variagao SQ Gl MQ F p-valor
Gradiente 2,71.10° 1 271.10° 2491 0,134
Fluxo 2,34.10” 1 234.10° 2,152 0,162
pH 0,001 1 ,001 86,555 0,001 **
Gradiente x Fluxo 0,001 1 ,000 11,297 0,004 **
Gradiente x pH 0,001 1 ,000 14,681 0,001 **
Fluxo x pH 9,88.107 1 9,88.10° 9,087 0,008 **
Gradiente x Fluxox pH  8,63.107 1 863.10° 7,932  0,012*
Erro 0,001 16  1,09.10° - -
Total 0,002 23 - - -

(*) p<0,05 (**)p<0,01

Tabela 19. Analise de variancia (ANOVA) do estudo de robustez do método
desenvolvido por CLAE — DAD para umbeliferona, marcador quimico do extrato de

Justicia pectoralis

Fontes de Variacao SQ gl MQ F p-valor
Gradiente 3,63.10° 1 3,63.10° 29,813 0,001 *
Fluxo 0,001 1 0,001 288,074 0,001 *
pH 2,71.10° 1 2,71.10° 22276 0,001 *
Gradiente x Fluxo 3,11.10° 1 3,11.10° 25,532 0,001 *
Gradiente x pH 2,26.10° 1 226107 18,598 0,001 *
Fluxo x pH 3,78.10° 1 3,78.10° 31,038 0,001 *
Gradiente x Fluxox pH ~ 2,07.10° 1  2,07.10° 17,036 0,001 *
Erro 1,95.10° 16  1,22.10° - -
Total 0,001 23 - - -

(*)p<0,01

73
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Wilson et al. (2002) mostraram que alteragdes no pH e na concentragdo do
tampao alteram a seletividade de colunas cromatograficas de fase reversa, enquanto o tempo
do gradiente parece ndo possuir muito influéncia no processo. O processo de adsor¢do e de
eluicdo das substincias no processo de cromatografia liquida ¢ influenciado por diversos
fatores. Assim, mudangas no pH da fase mdvel podem alterar a ionizacdo das substancias,
bem como a estabilidade da ligagdo silanol da coluna, refletindo altera¢des na retengao das
moléculas.

Portanto, esses dados refor¢am a sensibilidade observada para o presente método
analitico frente a pequenas variagdes, sobretudo, de pH dentre os demais parametros
investigados (gradiente e fluxo). Além disso, deve ser considerada, ainda, a natureza da matriz
em estudo, extrato de J. pectoralis, que possui, além de cumarina e umbeliferona, diversas
moléculas com caracteristicas quimicas distintas que podem influenciar ou, at¢ mesmo, sofrer
alteracdes em fun¢do de pequenas mudangas nas condi¢des de analise.

O método desenvolvido mostrou caracteristicas de execucao adequadas para a
analise qualitativa e quantitativa de cumarina e umbeliferona em produtos derivados de J.
pectoralis, o que pode ser confirmado pelo valor de DPR dos parametros avaliados, os quais
estdo dentro do estipulado (< 5 %) na legislagdo vigente (BRASIL, 2003e). Dessa forma, o
presente método, validado dentro dos parametros necessarios para garantir a confiabilidade
dos seus resultados, pode ser empregado na rotina para analise de marcadores quimicos em
produtos obtidos a partir do chambd, sendo necessdrio, contudo, um rigor quanto ao

cumprimento das condigdes analiticas estabelecidas para esse método.

5.2. Obtencéo e caracterizacdo farmacognostica da droga vegetal

De acordo com a ANVISA, droga vegetal corresponde a planta ou a suas partes,
apods processos de coleta, estabilizagdo e secagem, podendo ser integra, rasurada, triturada ou
pulverizada (BRASIL, 2004a). Dentre as caracteristicas necessarias para garantir a qualidade
das matérias primas vegetais, o teor de umidade merece destaque, visto que elevado teor de
agua residual pode favorecer o crescimento microbiano, sobretudo de fungos, assim como a
degradacdo de constituintes quimicos da planta dotados de ag¢do farmacologica. Nesse
contexto, o teor de umidade considerado seguro e que garante a estabilidade do material é de

8 — 14 % (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2000).
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Na Figura 6A, foi verificado que a perda de dgua da parte aérea do chamba em
estufa com circulacdo e renovagao de ar foi gradual, sendo mais intensa nas primeiras 12
horas (redugdo de 61,35 % de umidade), enquanto nas 12 horas seguintes houve diminuigdo
de apenas 9,62 %. Com base nos resultados obtidos, observa-se que somente a partir de 24 h
de secagem obtém-se a droga vegetal com teor de agua residual dentro do aceitavel
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2000).

Por outro lado, a droga vegetal produzida em sala de secagem com
desumidificador e sob temperatura ambiente ndo foi capaz de reduzir satisfatoriamente a
umidade da planta, uma vez que o valor médio obtido foi 16,77 % no quinto dia de secagem.
Essa condi¢ao de secagem descrita tem sido empregada por alguns Programas Publicos de
Fitoterapia no Ceard. Quanto as caracteristicas organolépticas, as drogas vegetais produzidas
em ambas condi¢cdes investigadas exalavam odor caracteristico devido a presenga de
cumarina. Contudo, a planta submetida ao processo de secagem a temperatura ambiente
apresentou uma coloragdo distinta (marrom) em relagdo a parte aérea submetida a secagem
em estufa (coloragdo verde) (Figura 6B1 e 6B2).

Ap6s a colheita do material vegetal, iniciam-se processos naturais fermentativos,
enzimaticos ou ndo, que levam a degradagdo dos compostos fenolicos presentes, resultando na
alteragdo da coloracdo da droga em virtude dos subprodutos formados. Esse fenomeno
caracteriza uma técnica amplamente utilizada para produgao de cha preto (Camellia sinensis),
onde a planta ¢ submetida a secagem em ambiente com elevada umidade relativa. No entanto,
esse procedimento pode trazer prejuizos a qualidade final do produto, como reducao do teor
de ativos (FARIAS, 2000; LIN et al., 2003). Por outro lado, a continua renovag¢do do ar numa
estufa com circulagdo garante uma secagem mais rapida e evita a oxidacao desses compostos,
ajudando a manter a droga vegetal estdvel (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Portanto, a
secagem do chamba em estufa com renovagdo e circulacdo de ar, além de ser mais rapida,
reduz os riscos de alteracdo quimica da droga.

O processo de obtencdo de extratos vegetais sofre influéncia direta de alguns
parametros, como a natureza do solvente, método extrativo e o tamanho da particula. Assim,
quando uma droga vegetal, matéria-prima para produg¢do de extratos, ¢ indevidamente
reduzida de tamanho, ocorre prejuizo no processo extrativo, devido a dificuldades de
penetracdo do solvente extrator no tecido vegetal (PRISTA; ALVES; MORGADO, 1996).
Por outro lado, quando a droga apresenta-se na forma de p6 muito fino pode acontecer

compacta¢dao do material, dificultando a passagem do solvente, como acontece na percolagao,
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ou mesmo ficando em suspensdo em extratos obtidos por maceracao (LIST; SCHIMIDT,
1989; SONAGLIO; ORTEGA; PETROVICK, 2000).

Na analise granulométrica do chamba (Figura 7), verificou-se que cerca de 80 %
do material ficou retido na malha de 710 um, sendo classificado, portanto, como po6
moderadamente grosso de acordo com a Farmacopéia Brasileira IV (2000). Nesse contexto, o
p6 moderadamente grosso do chamba traz vantagens, considerando que o uso de pds dessa
natureza ¢ recomendado para a maioria das drogas vegetais com perspectiva para o emprego
na produ¢do de medicamentos fitoterapicos (SHARAPIN, 2000).

A caracterizagdo farmacognostica da droga vegetal de J. pectoralis, com
determinagdo de parametros como cinzas e substancias extraiveis, pode ser observada na
Tabela 20, enquanto a Figura 8 e a Tabela 21 mostram o perfil cromatografico (CLAE —
DAD) e o teor de marcadores (cumarina e umbeliferona), respectivamente, de extratos
produzidos a partir da droga vegetal preparada em estufa com circulagdo e renovacdo de ar e a
temperatura ambiente.

A determinacdo de cinzas totais destina-se estabelecer a quantidade de substancia
residual ndo volatil ao ser eliminada a matéria organica apds o processo de incineragdo.
Incluem-se nesse teor as cinzas fisiologicas, que derivam dos tecidos da planta, e as nao
fisiologicas. (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2000; WHO, 1998). Elevado teor de cinzas
para farmacdgenos aéreos (folhas, inflorescéncias e flores) pode indicar material externo
aderido na superficie do vegetal, como areia e silica (FARIAS, 2000; OLIVEIRA; AKISUE;
AKISUE, 1998). Contudo, a literatura brasileira carece de valores de referéncia para o teor de
cinzas de Justicia pectoralis, dessa forma, o resultado obtido no presente estudo serve como
indicativo da possivel composi¢do ndo organica da espécie.

O conhecimento do teor de substincias extraiveis em certo solvente ¢ util para
adequagdo da relagdo droga:solvente de acordo com o teor final do extrato desejado
(OLIVEIRA et al., 2001). Para J. pectoralis, observou-se que o teor de extrativos em agua foi
quase o dobro do teor de extrativos em etanol. Esse resultado pode estar relacionado com o
tipo de solvente utilizado (etanol e 4gua) juntamente com a técnica empregada (extragdo por
soxhlet durante 5 h e por maceragao durante 24 h, respectivamente), acarretando a extragdo de
substancias apolares e polares, sendo estas de maiores pesos moleculares e extraiveis em

agua.
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Figura 6. Teor de umidade de Justicia pectoralis secada em estufa com circulagao e

renovagao de ar a 35 = 5 °C (A) e aspecto macroscopico (B) da droga vegetal obtida.

Apds a secagem em estufa, trés aliquotas do material tiveram determinado o teor de

agua. Os resultados representam a média £ DP. A secagem a temperatura ambiente

(B1) resultou numa droga de cor distinta em relacdo aquela produzida em estufa (B2).
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Figura 7. Distribui¢ao granulométrica da droga vegetal de Justicia pectoralis. A
granulometria foi determinada a partir de trés aliquotas (100 g cada) da parte aérea

secada em estufa. Os valores representam a média + DP.
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Tabela 20. Caracteres farmacogndsticos de Justicia pectoralis

Parametro Média £ DP (%) DPR (%)

Cinzas totais 12,36 £ 0,17 1,36
Extrativos em agua 28,63+ 1,42 4,97
Extrativos em etanol 12,84 + 0,63 4,94

As analises foram realizadas em triplicata.

Tabela 21. Analise quantitativa (CLAE — DAD) da cumarina ¢ da umbeliferona na
droga vegetal de Justicia pectoralis preparada em estufa com circulagdo e renovagio

de ar ou a temperatura ambiente.

Marcador (mg/g de droga
Método de Secagem (mg/g ga)

Cumarina Umbeliferona
Estufa com circulagdo de ar 16,19 + 0,40 (2,49) 0,81 + 0,04 (4,49)
Temperatura ambiente 2,39 *+ 0,07 (3,01) 0,78 £0,04 (5,59)

As analises foram realizadas em triplicata e os valores representam a média + DP (DPR, %). (*) p <

0,05, teste T de Student.
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Figura 8. Cromatograma da solug@o extrativa produzida a partir de Justicia pectoralis
obtida em estufa com circulagdo e renovacao de ar (A) e a temperatura ambiente (B). As
analises foram realizadas por CLAE — DAD. Condig¢des: coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5
um), fase movel (A: AcN/MeOH/THF; B: tampao H,POu/trietilamina, pH 3), eluicdo

gradiente, fluxo 1,8 mL/min e A =323 nm.
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O extrato produzido com a droga vegetal obtida em estufa com renovagao de ar
apresentou maior teor de cumarina (16,19 mg/mL) quando comparada com o extrato da droga
produzida a temperatura ambiente ( 2,39 mg/mL) (Teste t de Student, p<0,05). Por outro lado,
esse fenomeno nao foi verificado com relagdo a umbeliferona, visto que ndo houve diferenca
significativa quanto a sua concentragdo em ambas as solucdes extrativas.

No presente trabalho, enquanto o teor de cinzas totais encontrado foi menor, os
valores de extrativos (agua e etanol) apresentaram-se proximos aos valores determinados por
Govin et al. (2003) na parte aérea de J. pectoralis cultivada em Cuba, embora o teor de
extrativos tenha sido realizado num teor alcoolico inferior (70 %) ao do presente estudo. Esse
fato pode ser decorrente das alteracdes do conteido metabolico da planta de acordo com
variagdes das condicdes edaficas, climaticas, nutricionais e patoldgicas, assim como a
permanéncia sob condigdes de estresse (BARROS, 1992; BEZERRA et al., 2006; MATOS,
2000).

A semelhanca do presente estudo, Rocha et al. (2008) mostraram que a tintura de
Mikania glomerata formulada a partir da droga vegetal produzida em estufa apresentou um
teor de cumarina superior em relagdo aquela produzida a temperatura ambiente. Além disso,
Bilia et al. (2007) avaliando a estabilidade quimica de alguns compostos na tintura de
Hieracium pilosella (Asteraceae) mostraram que a umbeliferona, ao lado dos flavonoides,
foram os que se apresentaram mais estdveis na formulagdo avaliada durante 9 meses.
Portanto, os resultados obtidos no presente estudo mostraram que a preparagdo da droga
vegetal em estufa com circulagdo e renovagdo de ar (35 °C) durante 24 h traz vantagens em
relagdo a0 método a temperatura ambiente, uma vez que houve maior estabilidade quimica da
droga frente ao teor de cumarina.

Antes dos estudos de desenvolvimento e otimiza¢do de processos para obtengao
de produtos derivados de plantas medicinais, é necessario garantir inicialmente a identidade
botanica da matéria prima. Nesse contexto, o controle de qualidade da droga vegetal apresenta
grande importancia, visto que influencia diretamente nas propriedades finais do produto.
Dessa forma, os estudos anteriores de J. pectoralis, que avaliaram os seus aspectos macro ¢
microscopicos (OLIVEIRA; ANDRADE, 2000; TAVARES; VIANA, 1995), associados aos
parametros determinados no presente estudo, embora estes tenham sido obtidos a partir de
uma pequena amostra em um determinado periodo do ano (margo de 2007), compdem
informagdes importantes para assegurar a qualidade de produtos intermediarios produzidos a
partir da espécie, como o extrato, com perspectiva do seu emprego na elaboragdo de formas

farmacéuticas.



Resultados e Discussdes 82

5.3. Desenvolvimento de método de producdo da solucdo extrativa padronizada de
Justicia pectoralis.

Dentre as matérias-primas utilizadas na produ¢do de medicamentos, os extratos
vegetais constituem uma das fontes mais ricas, seja para obtencdo de farmacos ou pro-
farmacos, bem como de medicamentos fitoterdpicos constituidos de fitocomplexos. As
solucdes extrativas vegetais tém sido alvo de estudos visando sua aplicacdo na terapéutica,
devido ao sinergismo dos diversos componentes da matriz, ao invés dos compostos
farmacologicamente ativos isolados, como no caso do Hypericum perforatum. Estudos tém
mostrado que o efeito antidepressivo da planta resulta do sinergismo de varios compostos
bioativos, como flavonoides, hipericina e hiperforina, onde evidéncias sugerem que esta
ultima ¢ responsavel por maior parte da resposta farmacolédgica (DI CARLO et al., 2001).

Além disso, varias razdes incentivam o emprego de fitocomplexos na elaboracao
de formulacdes farmacéuticas, como aumento da biodisponibilidade das moléculas ativas,
instabilidade quimica destas quando isoladas, bem como o desconhecimento de todos os
constituintes com atividade farmacologica do extrato (ERNST, 2000). Nesse contexto, a
elaboragdo de produtos derivados de J. pectoralis a partir da sua matriz fitoquimica torna-se
atrativa, uma vez que a espécie possui varios compostos, como cumarina e umbeliferona, com
atividade farmacologica ja descrita (antiinflamatoria e broncodilatadora). Assim, a droga
vegetal de chamba, preparada sob as condi¢des determinadas no item anterior, foi submetida a
extracdo empregando como método extrativo percolagdo com maceracao prévia.

Para investigar a influéncia de algumas varidveis no processo extrativo foi
realizado um planejamento fatorial, que facilita a execu¢do dos experimentos, tornando-os
mais organizados e reduzindo o numero de ensaios (PETROVICK, 2006). Além disso, ¢
possivel determinar os parametros que exercem influéncia no processo, tanto individualmente
quanto em interagdes entre si, sendo, dessa forma, uma ferramenta importante para
aperfeigoar processos baseando-se na melhor resposta obtida (GOUVEIA et al., 2002;
LINDEN et al., 2000).

No presente estudo foi investigada a influéncia de algumas varidveis sobre a
producdo do extrato de chambd, como o tempo de maceragdo, a concentracao de etanol em
agua e a relagdo droga:solvente, que foram combinadas em um planejamento fatorial 23, no
qual a resposta consistiu no teor dos marcadores quimicos da planta (cumarina e

umbeliferona) na solucao extrativa.
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Nessa avaliacao, foi considerado como ponto superior a propor¢ao droga:solvente
1:15, mas isso poderia resultar em um grande volume de extrato, que precisaria ser
concentrado e, conseqiientemente, poderia reduzir o rendimento da extragdo. Com base nisso,
fez-se a percolagdo de uma por¢ao da planta (50 g) e foram recolhidas separadamente fragdes
de mesmo volume do extrato (100 mL) para determinar o volume a partir do qual a
quantidade de marcadores extraidos ndo somaria significativamente ao teor final de
marcadores no extrato. As Figuras 9A e 9B mostram o teor de cumarina e de umbeliferona
nas porcdes de extrato obtidos.

Observou-se que a partir da fragdo 10 o teor de cumarina ¢ de umbeliferona nao
diferia significativamente nas fragdes seguintes (p<0,05, ANOVA, Tukey), sugerindo que a
partir dai ndo seria interessante continuar a extracdo, visto que a quantidade de marcador
incorporado ao extrato final (resultante do somatoério de todas as fragdes) ndo seria
significativo. Contudo, do ponto de vista pratico, o incremento de marcador no extrato a partir
da fragdo 8 ndo era vantajoso, pois o volume de liquido a ser evaporado no processo de
concentracdo do extrato resultaria numa perda de cumarina e umbeliferona superior ao teor
incorporado. Dessa forma, foi estabelecido o ponto intermediario entre as fracdes 7 e 8 (750
mL) como o volume de extrato maximo a ser preparado a partir de 50 g de droga, o que
correspondia a propor¢ao droga:solvente 1:15.

A andlise estatistica das diversas condi¢des de extracdo investigadas mostrou que
somente a concentragdo de solvente extrator e a propor¢do droga:solvente influenciaram
significativamente no processo extrativo de J. pectoralis, ou seja, tanto a concentragdo de
cumarina quanto de umbeliferona sofreram variagdo em funcdo desses fatores, enquanto o
tempo de maceracdo nao afetou o rendimento da extracdo (Tabelas 22 e 23). A influencia das
referidas varidveis no teor de marcadores pode ser observada na Tabela 24, como, por
exemplo, no ensaio 1 (CM: 8,17 + 0,24 mg/g planta; UMB: 0,42 + 0,01 mg/g planta) vs. 3
(CM: 7,99 £ 0,10 mg/g planta; UMB: 0,41 £ 0,01 mg/g planta), onde o teor de solvente
extrator e propor¢cdo droga:solvente foram fixados e o tempo de maceracdo alterado, ndo
havendo diferencas significativas (teste t de Student) no teor dos marcadores. Por outro lado,
o aumento do teor de etanol no solvente extrator acarretou reducdo do teor de umbeliferona,
como nas condi¢des experimentais 2 (CM: 16,19 + 0,40 mg/g planta; UMB: 0,81 + 0,04 mg/g
planta) vs. 7 (CM: 14,07 + 0,53 mg/g planta; UMB: 0,32 + 0,01 mg/g planta). Quanto a
propor¢do droga:solvente, foi observado que houve um aumento do teor de cumarina nos
extratos com propor¢ao 1:15, enquanto que para umbeliferona esse aumento s6 ocorreu para

extratos produzidos com solu¢do hidroalcodlica 20 %.
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No processo de maceracao, o solvente penetra na droga vegetal dissolvendo os
constituintes quimicos e os extraindo por difusdo. Por ser um processo descontinuo, €
necessaria a renovacao periddica do solvente, visto que apds determinado intervalo de tempo
a solugdo torna-se saturada (PRISTA; ALVES; MORGADO, 1996; YRIONEN, 2004). Nesse
contexto, o fato do tempo de maceragdo ndo ter apresentado efeito no processo extrativo pode
estar relacionado com a saturacdo do meio, fendmeno este ja observado em outros estudos
(ARARUNA, 2008; CORREIA, 2006; DINIZ 2008)

Tendo em vista que o tempo ndo influenciou o processo extrativo de J. pectoralis,
aplicou-se 0 modelo de regressdo para obtengdo das superficies de resposta para cumarina
(Figura 10A) e umbeliferona (Figura 11A) sem considera-lo. Observou-se, a partir da vista
superior das superficies, que um maior teor de etanol na solu¢do hidroalcoolica favorece a
extracdo de cumarina (Figura 10B). Esse elevado poder extrativo do etanol para cumarina
também foi observado por Biavatti et al. (2004) em extratos de Mikania glomerata, visto que
aqueles produzidos com etanol em elevadas propor¢des apresentavam incremento na
concentragdo de cumarina. Por outro lado, foi verificado que extratos com menor teor
alcodlico apresentaram maior teor de umbeliferona (Figura 11B).

Um ponto crucial do processo extrativo de uma planta é quando este deve ser
interrompido. Uma extragdo ¢ considerada bem-sucedida se o extrato obtido possuir teor
elevado das moléculas de interesse. Contudo, quando se emprega muito solvente para esgotar
determinada quantidade de matéria-prima, a solucdo extrativa obtida estara muito diluida, o
que ndo ¢ desejavel, pois sera necessaria a eliminacdo desse solvente excedente, e este passo
pode acarretar perdas significativas de principios ativos, sejam pela sensibilidade os
marcadores a temperatura ou pelas reacdes de degradacdo durante o processo de
concentra¢do, além de incremento nos custos de produgao.

Além do teor de ativos, o conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas de um
extrato ¢ fundamental para garantir sua qualidade e para que este possa ser empregado em
processos tecnoldgicos de desenvolvimento de produtos fitoterdpicos. Dentre os parametros
comumente avaliados, destacam-se os caracteres organolépticos, densidade, residuo seco, pH,
entre outros (PRISTA; ALVES; MORGADO, 1996). A Tabela 25 traz os resultados da
avaliacdo fisico-quimica dos extratos produzidos.

O indice de acidez dos extratos variou em torno da faixa de neutralidade, sendo
que os extratos preparados com etanol absoluto tenderam a levemente acido (pH < 7,0),

enquanto aqueles produzidos com solucao hidroalcoolica 20 % levemente basico (pH > 7,0).
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Figura 9. Concentracdo de cumarina (A) e umbeliferona (B) no extrato
hidroalcodlico de Justicia pectoralis em fun¢do do volume de solvente extrator.
Os extratos foram produzidos a partir de 50 g de droga vegetal, a qual foi
submetida a extracdo (maceracdo seguida de percolacdo) com solugdo

EtOH:H,0 (20:80), onde cada fracao corresponde a 100 mL.
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Tabela 22. Analise de variancia (ANOVA) da influencia das condigdes do método extrativo

de Justicia pectoralis para cumarina.

Fontes de Variagao SQ gl MQ F p-valor
Solvente 0,575 1 0,575 1306,352 0,001**
Tempo 8,92.10° 1  892.107 0,203 0,658
Proporcao 0,299 1 0,299 679,907 0,001**
Solvente x Tempo 0,006 1 0,006 13,816 0,002%*
Solvente x Proporcao 0,113 1 0,113 257,628 0,001 **
Tempo x Propor¢ao 0,003 1 0,003 7,152 0,015%*
Solvente x Tempo x Propor¢ao 0,001 1 0,001 1,965 0,178
Erro 0,008 18 <0,001 - -
Total 1,278 26 - - -

(*) p<0,05  (**)p<0,01

Tabela 23. Analise de variancia (ANOVA) da influencia das condigdes do método extrativo

de Justicia pectoralis para umbeliferona.

Fontes de Variagdo SQ gl MQ F p-valor
Solvente 1,463 1 1,463 6,552 0,020*
Tempo 0,049 1 0,049 0,222 0,644
Proporcao 199,380 1 199,380 892,661 0,001**
Solvente x Tempo 3,006 1 3,006 13,456 0,002%*
Solvente x Propor¢ao 20,007 1 20,007 89,574 0,001 **
Tempo x Propor¢do 0,717 1 0,717 3,208 0,090*
Solvente x Tempo x Propor¢ao 0,045 1 0,045 0,203 0,658
Erro 4,020 18 0,223 - -
Total 304,291 26 - - -

(*)p<0,05  (**)p<0,01



Tabela 24. Teor de marcadores nas solugdes extrativas de Justicia pectoralis.
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Ensaio Condig0es Teor £ DP (mg/g planta)

Solvente Maceracdo Droga:solvente Umbeliferona  Cumarina
1 20 % 24 h 1:5 0,42 £0,01 8,17+0,24
2 20 % 24 h 1:15 0,81 £0,04 16,19 + 0,40
3 20 % 72 h 1:5 0,41 +£0,01 7,99 +0,10
4 20 % 72 h 1:15 0,74 + 0,03 15,14 £ 0,53
5 60 % 48 h 1:10 0,76 £ 0,02 17,44 £ 0,25
6 100 % 24 h 1:5 0,22 £0,02 9,87 +£0,79
7 100 % 24 h 1:15 0,32 +0,01 14,07 £ 0,53
8 100 % 72 h 1:5 0,26 + 0,02 10,93 +£0,38
9 100 % 72 h 1:15 0,34 £0,02 14,61 £ 0,63

As analises foram realizadas em triplicata
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Figura 10. Superficie de resposta (A) do processo extrativo de cumarina de Justicia pectoralis
em fun¢do do percentual de etanol na solugdo hidroalcodlica e da propor¢do droga:solvente
descrita pela equacao: Y = 0,50056 + 289,001 . X; — 1257,5416 . X;> + 0,1032 . X, . X;, onde
Y, X; e X, correspondem ao teor de cumarina (mg/g planta), & propor¢do droga:solvente
(g:mL) e ao percentual de etanol em agua (%), respectivamente. A curva de nivel do plano (B)
desse modelo mostra que a propor¢do droga:solvente em torno de 1:8 resulta em maior

rendimento extrativo de cumarina, o qual ¢ favorecido quando extraido em etanol 80 %.
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Figura 11. Superficie de resposta (A) do processo extrativo de umbeliferona de Justicia
pectoralis em fun¢do do percentual de etanol na solugdo hidroalcodlica ¢ da proporgao
droga:solvente descrita pela equacdo: Y = — 0,0923 + 20,0546 . X; — 0,0074 . X, — 86,5116 .
X2+ 0,0264 . X, . Xy, onde Y, X; e X, correspondem ao teor de umbeliferona (mg/g planta),
a proporg¢ao droga:solvente (g:mL) e ao percentual de etanol em agua (%), respectivamente. A
curva de nivel do plano (B) desse modelo mostra que a proporcao droga:solvente em torno de

1:8 e solvente extrator pouco alcodlico resulta em maior rendimento extrativo de

umbeliferona.
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Tabela 25. Avaliagao fisico-quimica das solugdes extrativas de Justicia pectoralis.

Ensaio Condicbes OH + DP Densidade + DP  Residuo = DP
Solvente Maceracdo Droga:solvente (9/mL) (%, m/v)
1 20 % 24 h 1:5 7,65 +0,21 0,975 £ 0,001 2,58 £ 0,05
2 20 % 24 h 1:15 7,46 = 0,02 0,972 £ 0,001 1,51 £0,03
3 20 % 72 h 1:5 7,70+ 0,14 0,978 £ 0,001 2,71 £0,03
4 20 % 72 h 1:15 7,49 £ 0,01 0,972 £ 0,001 1,49 + 0,02
5 60 % 48 h 1:10 7,18 £0,02 0,904 + 0,001 1,74 + 0,06
6 100 % 24 h 1:5 6,11 £0,06 0,794 + 0,004 0,33 +£0,01
7 100 % 24 h 1:15 6,10 £ 0,09 0,791 £ 0,004 0,15+0,01
8 100 % 72 h 1:5 6,05+ 0,09 0,793 +£ 0,001 0,44 + 0,02
9 100 % 72 h 1:15 6,26 £0,21 0,795 £ 0,003 0,26 +£ 0,01

As analises foram realizadas em triplicata.
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O pH de uma solugdo extrativa fornece informacdes referentes a estabilidade e ao
carater das moléculas presentes na preparacao. Com base na estrutura quimica da cumarina,
pode-se dizer que ela ¢ neutra por ndo possuir pontos de doacao de prétons; ja a umbeliferona,
que possui uma hidroxila fendlica, um acido fraco. No caso do extrato de J. pectoralis, rico
nesses dois compostos, o pH, independente do teor alcoodlico da solucdo, ndo seria um
problema, tendo em vista que essa classe de substancias ¢ sensivel somente a valores
extremos de acidez ou alcalinidade.

O residuo seco e a densidade sdo pardmetros importantes para o controle do
processo de extragdo de plantas medicinais, servindo de base para o calculo do rendimento
extrativo e para obten¢ao do produto seco por spray drying. Em geral, os valores para residuo
e densidade para tinturas variam entre 1 — 6 % e 0,87 — 0,98 g/mL, respectivamente, podendo
esses valores variar de acordo com a espécie vegetal (PRISTA; ALVES; MORGADO, 1996).
Assim, percebe-se que as solugdes extrativas de J. pectoralis, embora ndo exista valores de
referéncia para esta espécie, apresentaram valores compativeis com a normalidade.

Os extratos com menor teor alcodlico apresentaram maior residuo, uma vez que a
agua ¢ capaz de extrair compostos polares presentes na planta, como os glicosideos,
mostrando uma relacdo diretamente proporcional entre a quantidade de dgua e as substancias
extraidas. Embora os extratos produzidos com etanol absoluto possam ser concentrados, a
pouca solubilidade das moléculas, de carater apolar, se tornariam um ponto critico no
desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas, sobretudo para uso oral. Além disso, a pouca
afinidade do extrato em meio aquoso limitaria a sua utilizagdo em etapas seguintes de
processamento, como a secagem por nebulizagdo para obtengdo de pods, visto que os
excipientes comumente empregados nessa técnica sdo praticamente insolliveis em meios
apolares.

A padronizagdo de um método extrativo ¢ fundamental no processo de
desenvolvimento de fitoterapicos, que deve apresentar um teor de principio ativo/marcador
quimico necessario para garantir a eficacia e seguranga do produto com minimo de variacao.
Nesse sentido, os resultados obtidos mostraram que a melhor condicdo extrativa para a
producdo do extrato de J. pectoralis compreende em tempo de maceracdo de 24 h,
empregando solu¢do hidroalcodlica 20 % e propor¢do droga:solvente 1:15, pois se obtém
bons rendimentos para as duas moléculas marcadoras, caracteristicas fisico-quimicas da
solugdo extrativa satisfatérias para a elaboracdo do extrato seco, além de ser mais econdomico

por utilizar menos etanol na composicao do solvente extrator.
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Contudo, ressalta-se a importancia de um estudo mais aprofundado da influéncia
das variaveis significativas do processo extrativo, em particular estender os niveis de
avaliacdo baseando-se nos resultados obtidos, bem como de outras nado avaliadas
(temperatura, método de extracdo, solvente extrator, etc.), para otimizacdo dos produtos

derivados de J. pectoralis.

5.4. Preparo e caracterizacdo do extrato seco de Justicia pectoralis

Inicialmente, o extrato de chamba foi concentrado (reducao de 50% do volume
inicial) para melhoramento das caracteristicas fisico-quimicas do extrato e eliminagdo do
etanol. Nas Tabelas 26 e 27 estdo descritos os resultados da avaliacao fisico-quimica antes e
depois da concentragdo do produto. Esse procedimento, como esperado, aumentou o teor de
marcadores, com rendimento médio de 79 % e 90 % para cumarina e umbeliferona,
respectivamente. Ocorreu, por outro lado, um decréscimo no valor médio do pH, mas que nao
foi significativo e os valores mantiveram-se em torno da neutralidade. Essa caracteristica ¢
importante quando se pensa na elaboragdo de formas farmacéuticas, uma vez que alteragdes
elevadas no pH podem alterar a estabilidade do produto, acarretando a degradacdo de
constituintes da matriz da solucao extrativa.

Foi observado que o teor dos marcadores no extrato inicial foi menor quando
comparado com o extrato produzido nas mesmas condi¢des para o estudo de influéncia das
variaveis do processo extrativo (se¢@o anterior). Isso pode ter ocorrido devido a influéncia dos
fatores climaticos e da variabilidade natural no rendimento de cumarina e umbeliferona na
planta, uma vez que foi preciso produzir mais droga vegetal para dar continuidade ao estudo,
sendo a matéria-prima coletada em julho de 2008.

A Tabela 28 apresenta o teor de CM e UMB em cinco amostras de xarope de J.
pectoralis produzido em Programas Publicos de Fitoterapia no Ceara. Foi verificada uma
elevada varia¢do na concentragdo dos marcadores entre amostras de um mesmo laboratoério,
como as amostras A e B, ou entre laboratérios diferentes, por exemplos as amostras C e D.
Alguns fatores podem ter acarretado essas diferencas, tais como a qualidade da droga vegetal
e dos excipientes utilizados no preparo dos extratos, a técnica de extracdo da planta e de

preparo do xarope, a forma de armazenamento, entre outros.
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Num estudo comparativo entre os teores de marcadores dos xaropes mais
concentrados de J. pectoralis avaliados (amostra C para CM ¢ amostra D para UMB) ¢ o da
solugdo extrativa concentrada produzida no presente estudo, foi observado que o emprego
desta como matéria-prima para elaboragdo do xarope certamente resultaria num produto mais
concentrado em até¢ 50% para CM e 75% para UMB. Dessa forma, as condi¢des estabelecidas
neste trabalho para obtengdo do extrato concentrado de chambéd confere vantagens na
producdo do xarope quanto a concentragdo de marcadores, contribuindo, conseqiientemente,
para um melhor ajuste da dose a ser administrada ao paciente.

Dentre os adjuvantes tecnoldgicos investigados para elaboragdo do extrato seco de
J. pectoralis (amido, celulose microcristalina e dioxido de silicio coloidal), todos
dispersaram-se adequadamente na solugdo extrativa de chambé (Figura 12). O amido ficou
com aspecto gelatinoso e fortemente aderido a placa, pois houve o intumescimento seguido do
rompimento da estrutura cristalina do grao de amido em virtude do aquecimento, fendmeno
este denominado gelificacdo (POSER, 2000). Ja a celulose microcristalina resultou num po
facilmente removivel da placa, contudo, observou-se heterogeneidade do material, visto que
este excipiente sedimentou depois de cessada a agitagdo da suspensdo. O didxido de silicio
coloidal apresentou as melhores caracteristicas na triagem realizada, pois o p6 resultante foi
facilmente removivel da placa e homogéneo, sendo, por isso, escolhido como o adjuvante de
secagem para obtengdo do extrato seco de J. pectoralis.

A adicdo de excipientes em extratos de plantas medicinais serve para aumentar a
eficiéncia do processo de secagem, bem como melhorar as caracteristicas farmacotécnicas do
produto final. Além disso, a propor¢do de adjuvante a ser acrescentado na solucao extrativa ¢
fundamental para garantir que ndo haja a aderéncia desta nas paredes do aparelho, o que pode
alterar a dindmica de secagem, e também a recuperacdo de p6 no fim do processo. (DE
SOUZA, 2002).

O bom desempenho do dioxido de silicio coloidal como adjuvante na produgao de
extratos secos derivados de plantas medicinais tem sido referido por diversos estudos
(CHAVES, 2005; DE SOUZA, 1997; PEIXOTO, 2005; PETROVICK, 2006; SOUZA et al.,
2009; TEIXEIRA, 1996). Dentre as vantagens deste excipiente, destacam-se o aumento da
eficiéncia do processo, a melhoria do rendimento, a reducdo da umidade residual e a

estabilidade fisico-quimica do po.
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Tabela 26. Caracterizagdo fisico-quimica da solu¢do extrativa de

Justicia pectoralis antes e depois do processo de concentracio.

Valor médio + DP

Parametro
Antes Depois
pH 7,18+ 0,17 6,83 +0,11
Densidade (g/mL) 0,978 £ 0,001 1,004 £+ 0,001
Residuo seco (%. m/v) 1,82 +£0,02 3,67 +0,04

As analises foram realizadas em triplicata

Tabela 27. Avaliagao do teor de marcadores da solugdo extrativa de Justicia pectoralis

apos processo de concentracdo.

Teor (mg/mL) = DP Rendimento médio DPR
Inicial Teorico * Real (%) + DP (%0)

Marcador

Cumarina 0,69 £ 0,007 1,38+0,01 1,09+0,006 78,82+ 1,08 1,37
Umbeliferona 0,13 +0,006 0,26 +0,01 0,24 + 0,005 92,30+ 1,96 2,17

As analises foram realizadas em triplicata. (*) Concentragdo do extrato apds reducdo do volume em
50% sem haver perdas de marcadores durante o processo.

Tabela 28. Concentragdo de marcadores em amostras de xarope
de J. pectoralis produzidos em Programas Publicos de Fitoterapia

no estado do Ceara.

Concentracao (mg/mL)

Amostra
Umbeliferona Cumarina
A 0,0082 + 0,012 (1,47) 0,2023 + 0,001 (2,5)
B 0,0139 + 0,029 (3,88) 0,439 +0,003 (3,87)
C 0,0143 + 0,03 (2,07) 0,4844 + 0,001 (3,26)
D 0,054 + 0,025 (4,64) 0,0586 + 0,013 (2,32)
E 0,0045 £ 0,021 (2,8) 0,0563 £0,041 (3,5)

As analises foram realizadas em triplicata e os valores representam a média +
DP (DPR, %).
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Figura 12. Aspecto macroscopico do extrato seco de Justicia pectoralis acrescido de
adjuvantes de secagem. Ao extrato, apds concentracdo, foi adicionado amido (A),
celulose microcristalina (B) ou dioxido de silicio coloidal (C) de modo que o residuo
solido final da suspensdo (residuo do extrato somado ao excipiente) fosse 10 %, sendo

entdo submetido a secagem em estufa durante 1 h a 60 °C.
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Foram preparadas suspensodes contendo 25 %, 50 % e 100 % de dioxido de silicio
coloidal em relacdao ao residuo sélido do extrato de chamba. Observou-se que as menores
quantidades de excipiente (25 e 50 %) resultaram em um p6 Umido, que ficou retido nas
paredes do aparelho e tendia a formar aglomerados. Ja o p6 obtido com a maior propor¢ao
apresentava-se seco e fluido, sendo facilmente recolhido no tubo coletor do spray dryer
(Figura 13).

Com base nas secagens prévias por spray drying dos extratos de J. pectoralis, foi
estabelecida a propor¢ao residuo:adjuvante de 1:1 como a minima necessaria para formagao
de pd. A partir de entdo, as condigdes do aparelho de secagem (temperatura de entrada e
saida, fluxo de alimentacdo e de ar) foram trabalhadas para se obter bons rendimentos de p6 e
de marcadores (ver item 4.5.1.), sob as quais foram produzidos 3 lotes de extrato seco.

Po6s com fins medicinais devem apresentar boa fluidez para serem empregados na
produgdo de formas solidas. Com base na densidade bruta e compactada do p6 foram
estabelecidos o seu IC, ou indice de Carr, (CARR, 1965) e o seu FH (HAUSNER, 1967), os
quais estdo relacionados com o comportamento do pd frente ao fluxo e a compressao.
Materiais que apresentam IC de 5 — 15 % e FH variando de 1 a 1,25 sdo considerados de
excelente fluidez e, conseqilientemente, de empacotamento estavel (AULTON, 2005).

De acordo com a classificacdo de Carr e de Hausner, os extratos secos de J.
pectoralis analisados apresentaram fluxo baixo, o que resultaria no preenchimento deficiente
das matrizes das compressoras de comprimidos (Tabela 29). Contudo, a adicdo de agentes
deslizantes na formulac¢do, como silica, estearato de magnésio e talco, ajuda a corrigir esse
problema, melhorando o fluxo do material particulado durante a compressdao em maquinas de
alta velocidade de producdo ou compressdo direta, bem como a uniformizagdo da forma da
particula e o aumento do seu tamanho (AULTON, 2005).

A umidade residual média dos extratos secos foi de 10,26 %, estando acima do
valor preconizado pela Farmacopéia Brasileira (4 %) para esse tipo de material, sendo
aceitaveis teores até 7 %, visto que raramente ocorrem alteragdes fisicas nessas condigdes
(LIST; SCHIMIDT, 1989). Segundo Couto (2000), variagdes na umidade final estdo
relacionadas com as condi¢des ambientais (temperatura e umidade) de produgdo e de

armazenamento do produto obtido pela técnica de secagem por nebulizagao.
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Figura 13. Aspecto macroscopico do extrato seco de Justicia pectoralis contendo
dioxido de silicio coloidal. Ao extrato, apos concentracao, foi adicionado dioxido de
silicio coloidal na propor¢do (residuo:adjuvante) 1:0,25 (A), 1:0,5 (B) e 1:1 (C). As
suspensoes foram secadas em spray dryer cuja temperatura de entrada/saida, fluxo de

ar e fluxo de alimentacdo eram 95 °C/45 °C, 0,3 mL/min e 40 L/min, respectivamente.
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Tabela 29. Caracterizacdo farmacotécnica do extrato seco de Justicia

pectoralis produzido por spray drying.

Densidade (g/mL) + DP

Lote FH =+ DP IC (%) = DP
Aparente Compactada
A 0,1828 £0,002 0,2996 +£0,005 1,48+0,015 32,37+0,68
B 0,1814 £ 0,003 0,2698 + 0,005 1,49+0,013 32,74+0,59
C 0,1751+0,003 0,2613+0,002 1,49+0,014 32,96 +0,65
DPR (%) 2,18 1,82 0,44 0,92

As analises foram realizadas em triplicata
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A Tabela 30 apresenta os resultados do doseamento do extrato seco de J.
pectoralis, mostrando que o método cromatografico desenvolvido e validado no presente
estudo ¢ aplicavel para a padronizagdo de produtos derivados da planta e ndo sofre
interferéncia do excipiente utilizado (DSC) como poder ser visto nas figuras 14A e 14B. Vale
destacar que o DPR das analises realizadas (em torno de 4 %) foi satisfatorio, considerando
que os oOrgdos reguladores estabelecem como aceitdvel um valor de até 5 %. O perfil
cromatografico do extrato seco ¢ semelhante ao do extrato hidroalcodlico (Figura 4), com a
presenga de um terceiro pico, que, possivelmente, trata-se de um produto de degradagao.

O rendimento do processo de secagem do extrato de J. pectoralis foi avaliado em
funcdo da quantidade de pdé recolhida no tubo coletor do secador. Na Tabela 31 esta
apresentada a massa total de extrato acrescida de adjuvante submetida a secagem, a qual
resultou em torno de 60 % de recuperagdo no fim do processo.

Ainda, mesmo tendo sido estabelecido um método para obter extrato seco a partir
de solugdes extrativas de J. pectoralis, maiores estudos sdo necessarios para obtengdo de pos
com caracteristicas fisico-quimicas melhoradas, sobretudo incremento no teor dos principios
ativos (cumarina e umbeliferona), o que podera favorecer o ajuste de posologia no futuro e

viabilizar, por conseguinte, o desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas.

5.5. Avaliacdo pré-clinica do extrato padronizado de Justicia pectoralis

Justicia pectoralis trata-se de uma espécie amplamente utilizada em Programas
Governamentais de Fitoterapia para o combate de problemas respiratorios, como tosse,
bronquite ¢ asma (MATOS, 2000). Estudos prévios ja mostraram os efeitos analgésico,
antiinflamatério e relaxante muscular tanto das moléculas (cumarina e umbeliferona) isoladas
quanto do extrato hidroalcodlico ndo padronizado (LEAL et al., 2000; LINO, 1995). No
sentido de contribuir na validagdo etnofarmacologica da referida espécie, foi investigada a
possivel citoxicidade do ESPJP em neutr6filos humano, juntamente com a avaliagdo dos
efeitos farmacoldgicos do EPJP (antiinflamatério e antinociceptivo) em roedores e a atividade

antimicrobiana.
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Tabela 30. Doseamento dos marcadores por CLAE — DAD do extrato

seco de Justicia pectoralis produzido por spray drying.

Marcador Extrato seco  Teor (mg/g de po) £ DP DPR (%)

A 7,94 +£0,19

Cumarina B 8,10+ 0,19 3,62
C 8,49 £ 0,20
A 3,24+0,10

Umbeliferona B 3,25+0,12 3,98
3,39+0,16

As analises foram realizadas em triplicata

Tabela 31. Rendimento de secagem do extrato de Justicia pectoralis pelo

processo de spray drying.

Massa (g) ] o
Rendimento (%) Meédia (%) + DP DPR (%)

Tebrica* Real

14,84 9,15 61,71
14,84 8,51 57,36 59,39 +2,19 3,69
14,84 8,77 59,09

(*) 7,42g correspondem ao residuo solido do extrato e 7,42g ao excipiente adicionado.
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Figura 14. Cromatograma de uma solug@o de dioxido de silicio coloidal (A) e

de extrato seco (B) de Justicia pectoralis. As analises foram realizadas por
CLAE — DAD. Condigdes: coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um), fase mével (A:
AcN/MeOH/THF; B: tampao H,POu/trietilamina, pH 3), eluicdo gradiente,

fluxo

1,8 mL/min e A =323 nm.
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Com intuito de avaliar a toxicidade dos produtos derivados do chamba, foi
realizada a determinacao da integridade da membrana celular por meio da determinacao da
enzima LDH, uma enzima citoplasmatica que serve de indicativo de lesio da membrana
celular e, conseqilientemente, citotoxicidade. A Figura 15 mostra que a incubagdo de
leucdcitos com ESPJP ndao aumentou significativamente a atividade de LDH em nenhuma das
concentragdes testadas em relacdo ao grupo controle negativo, diferentemente do grupo
tratado com Triton (controle positivo), o qual consiste em um tensoativo ndo idnico que altera
a estabilidade dos constituintes da membrana celular, levando ao rompimento desta
(SHOPSIS et al., 1985).

Na avaliacdo da possivel genotoxicidade do extrato seco de chambé, Montero et
al. (2008) observaram a auséncia de efeitos mutagénicos e genotoxicos em cepas de
Salmonella e na medula 6ssea de camundongos, respectivamente, devido, possivelmente, a
presenga de compostos fenolicos, considerados majoritarios no extrato seco da planta, e seus
efeitos antioxidantes. Dessa forma, a baixa citotoxicidade apresentada pelo ESPJP no presente
estudo, pelo menos, quanto a indu¢do de danos a membrana celular, corrobora as evidéncias
da seguranca de J. pectoralis, respaldando o seu emprego medicinal.

Ao ser exposto a um agente agressor, o organismo animal desencadeia uma série
de reagdes, a qual compreende eventos envolvendo a producdo e a liberagao de mediadores
quimicos, o aumento da permeabilidade vascular e a migracao celular, que resulta em calor,
rubor, dor, edema e perda da fungdo, sinais caracteristicos da resposta inflamatoéria (RYAN;
MAIJNO, 1977). A inflamag¢ao pode ser aguda, cuja duragdo ¢ curta, durando minutos, horas
ou alguns dias, apresentando exsudato protéico e migracdo leucocitaria, sobretudo de
neutrofilos, ou cronica, que estd relacionada com alteragdes histologicas, necrose, fibrose e
vascularizagdo da 4area afetada, bem como presenga de outros tipos celulares, como
macroéfagos e mastocitos no foco inflamatoério (COLLINS, 1999).

Embora a inflamagdo seja um processo fisiologico de defesa do organismo, uma
resposta inflamatdria exagerada ou persistente pode comprometer a saude do individuo.
Muitas doencas sdo decorrentes desse fendmeno, como as doengas auto-imunes (lupus
eritrematoso sistémico, artrite reumatdide e febre reumatica), a aterosclerose e a asma,
merecendo esta destaque por ser um dos principais usos terapéuticos de J. pectoralis. Trata-se
de uma patologia caracterizada pela obstrucdo, inflamagdo e hiperresponsividade das vias
aéreas inferiores para uma variedade de estimulos, que resulta numa limitagcdo varidvel ao

fluxo aéreo. Além disso, a continua liberagdo de mediadores quimicos no processo
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inflamatodrio cronico das vias aéreas acarreta alteragdes estruturais irreversiveis, acarretando a
perda de fungéo respiratoria ao longo do tempo (MAUAD et al., 2000).

Vérios modelos experimentais podem ser utilizados na investigacdo do potencial
antiinflamatdrio de substancias, como o edema de pata induzido por agente flogistico, como
carragenina ¢ dextrano, que levam ao extravasamento vascular, a migragdo celular e a
liberacao de mediadores inflamatorios. No presente trabalho, foi avaliado o efeito do EPJP no
modelo de edema de pata induzido por carragenina (WINTER et al., 1962) e dextrano
(GAMSE; HOLZER; LEMBECK, 1980).

O edema de pata induzido por agentes inflamatdrios ¢ um modelo util na triagem
de novos compostos com potencial antiinflamatério. A carragenina ¢ um polissacarideo
sulfatado linear proveniente de algas marinhas e sua aplicacdo subcutdnea promove a
migracdo de leucécitos para o foco inflamatorio, levando a producdo de diferentes mediadores
inflamatorios, incluindo histamina, serotonina, bradicinina, 6xido nitrico e prostaglandinas
(CARVALHO et al., 1996; FRANCA et al., 2001; HAJARE et al., 2001). No edema
induzido por dextrano, um polissacarideo de alto peso molecular derivado de glicose
produzido por bactérias, a indu¢do do edema ¢ caracterizada pela degranulagdo de mastocitos,
liberando, conseqiientemente, mediadores inflamatdérios como histamina e serotonina (LO;
ALMEIDA; BEAVAN, 1982).

Foi verificado que o tratamento prévio dos camundongos com EPJP (200 e 400
mg/Kg) reduziu significativamente o edema de pata na 3* h apds a administracdo de
carragenina (9,9 £ 0,7 ¢ 9,7 = 0,57 uL, respectivamente) quando comparado ao grupo controle
(13,8 = 1,1 uL), enquanto na 4*h somente a maior dose teve atividade (7,3 = 0,6 puL; controle:
11,75 £ 1,01 pL), correspondendo a uma redugdo em torno de 38 % (Figura 16). Por outro
lado, a administracio do EPJP nas doses investigadas (100, 200 e 400 mg/Kg, v.0.) ndo
interferiu no edema induzido por dextrano (Figura 17).

Lino (1995) mostrou o efeito antiedematogénico do extrato hidroalcodlico de
chamba no edema induzido por carragenina e por dextrano, sugerindo que o seu efeito
antiinflamatério estava relacionado tanto com a redu¢do da migra¢ao de células para o foco
inflamatorio e da liberagdo de mediadores inflamatérios e possivel interferéncia nos

receptores para essas substancias.
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Figura 15. Avaliagdo da citotoxicidade do extrato seco padronizado de Justicia
pectoralis (ESPJP) em neutréfilos isolados de sangue humano. O ESPJP (1 —
100 pg/mL) foi adicionado 15 min antes da avaliagdo da atividade da enzima
lactado desidrogenase (LDH). Os valores representam a média = EPM. As

analises foram realizadas em triplicata e repetidas em trés dias diferentes. * p <

0,05 vs. controle (ANOVA, Tukey, post hoc).
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Por outro lado, essa diferenca na resposta antiinflamatéria do EPJP no presente
trabalho pode ser decorrente, por exemplo, da técnica de producdo do extrato (método:
maceragao/percolacdo; solvente: solugcdo hidroalcodlica 20%), que difere da utilizada por
Lino (método: extracdo em microondas; solvente: soluc¢ao hidroalcodlica 35%), o que pode ter
resultado em teor diferente de cumarina e de umbeliferona nos extratos; alias, somente o do
presente estudo foi padronizado (CLAE — DAD) em fun¢ao da concentracdo dos marcadores
(cumarina e umbeliferona).

Uma das caracteristicas do modelo de edema de pata induzido por carragenina ¢ a
migracdo de leucécitos, em especial neutrofilos, para o foco inflamatério, os quais
desempenham importante papel, pois sdo uma fonte endégena de radicais livres e de enzimas
que produzem substancias toxicas (SAKURAI; OSAKA; YAMASAKI, 2005). Dentre as
enzimas presentes nos granulos azurofilos dos neutrofilos, a mieloperoxidase merece
destaque, pois ¢ a principal enzima liberada em resposta a processos inflamatorios,
infecciosos e isquémicos, podendo ser utilizada como indicativo de infiltragdo leucocitaria,
além disso, sua ativacdo também acarreta a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ARNHOLD, 2004; KRAWISZ; SHARON; STENSON, 1984). A Figura 18 apresenta o
efeito do ESPJP sobre a MPO, sendo observado que todas as concentragdes estudadas (3 —
100 pg/mL) inibiram significativamente a liberagdo de MPO por neutrofilos, com inibi¢ao
méaxima em torno de 68 %. Portanto, o extrato padronizado de chambé possui um efeito
antiinflamatodrio, observado em modelo experimental dependente de PMNs, que parece estar
relacionado a redugdo da ativagdo particularmente de neutrofilo.

O tecido, apds sofrer uma agressao externa, induz a produgdo e a liberacao de
substancias endogenas, como mediadores inflamatdrios (prostandides, citocinas, aminas e
cininas) e neuropeptideos, e também migragdo de células. A injlria tecidual, juntamente com
a resposta inflamatoria associada, facilita a neurotrasmissdo e acarreta a ativacdo das vias
nociceptivas, por meio da sensibilizacdo de receptores na superficie dos neurdnios, 0s
nociceptores (BJORKMAN, 1995). Nesse contexto, com o intuito de verificar se a resposta
antiinflamatéria do chambé tinha participagdo do sistema nervoso, o presente trabalho
investigou o efeito do EPJP no modelo de nocicep¢do induzida por capsaicina (SANTOS;

CALIXTO, 1997).
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Figura 16. Atividade antiedematogénica do extrato padronizado de Justicia
pectoralis (EPJP) no edema de pata induzido por carragenina em camundongos.
Veiculo (salina, v.0.) ou EPJP (100, 200, 400 mg/Kg, v.0.) foram administrados 1
h antes da inje¢do intraplantar de carragenina 1% na pata direita. Os resultados

representam a média = E.P.M. do volume da pata em microlitros (uL) de 6 — 8
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Figura 17. Atividade antiedematogénica do extrato padronizado de Justicia
pectoralis (EPJP) no edema de pata induzido por dextrano em camundongos.
Veiculo (salina, v.0.) ou EPJP (100, 200, 400 mg/Kg, v.o.) foram
administrados 1h antes da injecdo intraplantar de dextrano 10 % na pata
direita dos animais. Os resultados representam a média + EPM do volume da

pata em microlitros (uL) de 6 — 8 animais por grupo.
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Figura 18. Efeito do extrato seco padronizado de Justicia pectoralis (ESPJP) na
liberagdo de mieloperoxidase (MPO) de neutréfilos humano estimulados por PMA.
Os resultados obtidos na presenga do extrato foram comparados em relagdo ao
controle (100 % atividade enzimatica). Os valores estdo expressos como média +
EPM. As analises foram realizadas pelo menos em triplicata e repetidas em trés
dias diferentes. a vs. ESPJP 3 ug/ml, b vs. ESPJP 6 pg/ml e ¢ vs. ESPJP 12,5 ug/ml
(p <0,05, ANOVA, Tukey, post hoc).
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A capsaicina ¢ um composto responsavel pelo ardor da pimenta vermelha do
género Capsicum. Ela interage com um receptor denominado vanildide, que abre canais
10nicos e gera, por meio disso, um influxo de célcio na fibra nervosa, despolarizando fibras C
e Ad e resultando na sensagdo de ardéncia, hiperalgesia e inflamacdo (CATERINA et al.,
1997; JANCSO; JANCSO; SZOLCSANYT, 1967). Além disso, o aumento de calcio acarreta
a liberacdo de outros neurotransmissores ¢ neuromoduladores nas fibras sensoriais, como
substancia P e peptideo relacionado ao gene de calcitonina, responséaveis pela inflamagao
neurogénica, bem como pelo extravasamento plasmatico, vasodilatagdo e migracdo celular
(GAMSE, 1982; HOLZER, 1988). Por outro lado, a ativagdo por agonistas de canais de Katp
dependentes, como morfina e diazoxido, induz a hiperpolarizagdo da célula e a diminuigdo
dos niveis de Ca'", produzindo efeito antinociceptivo (LOHMANN; WELCH, 1999; OCANA
etal., 2004).

A Figura 19 mostra o efeito da administragdo oral do EPJP sobre a nocicepgao
induzida pela inje¢do intraplantar de capsaicina em camundongos. O EPJP reduziu
significativamente o tempo de lambedura da pata nas doses de 100, 200 e 400 mg/Kg (23,86 +
2,13; 18,67 £ 2,6 e 13,8 £ 1,7 s, respectivamente) quando comparado ao grupo controle (51,6
+ 3,0s). A injecdo do veiculo sozinho induziu somente uma resposta minima na lambedura da
pata (2,0 £ 0,41 s). Dessa forma, as resultados sugerem que o EPJP possui atividade
antinociceptiva. O mecanismo de agdo desse efeito ndo foi investigado, mas pode estar
relacionado a participagdo dos receptores vanildides ou a interferéncia na liberagdo de
neuropeptideos por neuronios sensoriais.

O chamba ¢ amplamente empregado em preparagdes caseiras e formulagdes
fitoterdpicas para tratamento de afecgdes respiratorias. Estudos mostraram que a cumarina
simples possui atividade inibitoria contra bactérias gram(+) e, sobretudo, gram(-), onde o grau
de substituicdo e a polaridade das moléculas resultantes sdo fatores importantes na defini¢ao
da atividade antimicrobiana, sendo menos potentes os derivados mais polares (JURD; KING;
MIHARA, 1971; KAYSER; KOLODZIEJ, 1999). Ainda, considerando que boa parte dos
problemas respiratorios ¢ decorrente de infecgdes virais e bacterianas, foi investigado o
potencial antimicrobiano do EPJP em cepas padrdes de microorganismos, incluindo bactérias

gram (+) e gram (-) e fungo.
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Figura 19. Efeito do extrato padronizado de Justicia pectoralis (EPJP)
sobre a nocicep¢do induzida por capsaicina em camundongos. Agua
destilada (controle) ou EPJP (100, 200, 400 mg/Kg, v.o.) foram
administrados 1 h antes da inje¢do intraplantar de capsaicina na pata direita
traseira (1,6 pg em 50 pL). Outro grupo recebeu o mesmo volume de
veiculo da capsaicina (80 % PBS, 10 % etanol, 10 % Tween 80) intraplantar
para avaliar possivel efeito nociceptivo. Os resultados representam a média
+ EPM do tempo de lambedura da pata em segundos (s) de 6 — 8 animais
por grupo durante 5 min. * p < 0,05 vs. Controle (ANOVA, Tukey, post
hoc).



Resultados e Discussdes 111

No entanto, ndo foi observado inibi¢gdo do crescimento microbiano das cepas
avaliadas em nenhuma das diluigdes do EPJP, embora outros estudos (CHARIANDY et al.,
1999; VARON et al., 2007) tenham mostrado a¢do antimicrobiana da fracdo acetato de etila
de J. pectoralis. Contudo, essa resposta diferente pode ser em virtude, em parte, a natureza
quimica do material utilizado decorrente do tipo de solvente e da técnica extrativa empregada
na produgao dos extratos, bem como do uso de cepas microbianas distintas no estudo.

Assim, os resultados obtidos mostraram que o extrato hidroalcodlico padronizado
de J. pectoralis possuiu uma baixa citotoxicidade, assim como atividades antinociceptiva e
antiinflamatdria, contudo, ndo apresentou acao antimicrobiana. Certamente, o presente estudo
contribui para agregar mais tecnologia e qualidade na obtencao de produtos derivados a partir
do chamb4, servindo de matéria-prima na elaboragdo de formulag¢do farmacéuticas. Somado a
isso, o potencial farmacoldgico apresentado por esse produto farmacéutico ajudou a validar o

seu uso terapéutico.
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CONCLUSOES

O método analitico desenvolvido por CLAE-DAD foi linear, sensivel, especifico,
preciso e exato para a determinacdo qualitativa e quantitativa simultinea de cumarina
¢ umbeliferona em produtos derivados de Justicia pectoralis, podendo, dessa forma,

ser utilizado no controle de qualidade destes.

A utilizacdo de estufa com circulagdo de ar a 35 °C durante 24 h foi um método
eficiente para preparagdo da droga vegetal de Justicia pectoralis, que apresentou teor

de umidade de acordo com o limite estabelecido pela Farmacopéia Brasileira.

A droga vegetal triturada de Justicia pectoralis foi classificada como po
moderadamente grosso, a qual foi, também, caracterizada quanto ao teor de cinzas

totais, de extrativos em dgua e em etanol.

No processo extrativo de cumarina e de umbeliferona, a relacdo droga:solvente e o
teor de etanol da solugdo hidroalcodlica influenciaram significativamente o

rendimento dos marcadores nos extratos produzidos.

O método extrativo desenvolvido e padronizado compreendeu o emprego de extracio
por percolagdo com maceragdo prévia de 24 h, utilizando solugao hidroalcodlica 20%
como solvente extrator e relacdo droga:solvente (g:mL) 1:15. Nessas condi¢des foram

obtidos melhores rendimentos dos principios ativos (cumarina e umbeliferona).

Considerando o emprego do extrato de chamba para o desenvolvimento de
formulagdes farmacéuticas, liquidas e sélidas, o extrato hidroalcodlico 20 % da planta

apresentou melhores caracteristicas fisico-quimicas (residuo, pH e densidade).

O dioxido de silicio coloidal apresentou melhor desempenho na proporcao
residuo:excipiente 1:1 como adjuvante de secagem por spray drying de extratos de
Justicia pectoralis. Apos secagem, o extrato apresentou um teor médio de 8,17 e 3,29

mg/g de p6 para cumarina e umbeliferona, respectivamente.
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e O extrato seco padronizado de Justicia pectoralis ndo apresentou toxicidade em

neutr6filos humano.

e A solucdo extrativa padronizada de Justicia pectoralis apresentou atividade
antiedematogénica e antinociceptiva. A agdo antiinflamatoria do extrato de chamba
esta possivelmente relacionada a uma redugao da ativagdo de neutrofilos, interferindo,

assim, na secrecao de enzimas proteoliticas, como a MPO.

e Niao foi observada atividade antimicrobiana frente as cepas de microorganimos

avaliadas.

e O presente estudo validou metodologia analitica e desenvolveu método extrativo para
producdo de extratos vegetais padronizados a partir de J. pectoralis. Além disso, as
atividades farmacologicas determinadas para o extrato de chambé irdo contribuir para

o desenvolvimento de um fitoterapico a luz da regulamentacdo vigente.
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