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RESUMO

CONTRIBUICOES AO DESENVOLVIMENTO DE FITOTERAPICO A PARTIR DE
Justicia pectoralis (CHAMBA) PARA O TRATAMENTO DA ASMA: OTIMIZACAO,
CARACTERIZACAO E ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA.

Justicia pectoralis (Acanthaceae), chamba, popularmente usada no tratamento de afeccgdes
respiratorias, estd presente nas Farmacias Vivas, Renisus e Formulério de Fitoterdpicos da
Farmacopeia Brasileira. Estudos tém demonstrado acdo anti-inflamatéria, broncodilatadora e
antiasmatica, relacionadas a presenca de cumarina (CM) e umbeliferona (UMB). O objetivo
do trabalho foi desenvolver extrato seco (microparticulas) padronizado e investigar seu efeito
anti-inflamatério em modelo experimental de asma exacerbada. Metodologia analitica
(CLAE-DAD) foi validada para dosagem de CM e UMB e se mostrou especifico, linear,
preciso, exato e robusto. Foi determinado que o melhor tempo de colheita das partes aéreas de
J. pectoralis € aos trés meses de cultivo, sendo verificada influencia sazonal. Na otimizagédo
do processo extrativo, apos investigagdo de diversos métodos e varidveis do processo,
verificou-se que a maceracao seguida de percolacéo foi a apresentou melhor concentracao de
marcadores. O extrato foi empregado na otimizacdo da producdo do extrato seco de Justicia
pectoralis por spray drying (ESPJP), apresentando bons indices reoldgicos, baixa
higroscopicidae, morfologia esférica e teor de CM = 21,10 + 0,014 (0,70) e UMB = 1,74 £
0,20 (1,05) e rendimento de 59,45 + 1,78 (2,05). Estudo cromatografico (CLAE-DAD) e de
elucidagdo estrutural permitiram propor 2-O-ramnosil-eswertina como novo marcador
quimico. ESPJP ndo mostrou citotoxicidade (MTT e LDH) em neutr6filo humano. O efeito
anti-inflamatério do ESPJP foi investigado em modelo experimental de asma brénquica
exacerbada por meio de estimulo imuno-infeccioso (OVA e LPS) em camundongos BALB/c.
ESPJP (100 mg/Kg, v.0.) foi capaz de promover reducgdo significativa do numero de
leucdcitos totais presente no LBA, bem como a atividade da mieloperoxidadse. Analise
histoldgica revelou que o ESPJP causou diminuicdo no nimero de células inflamatorias na
regido peribronquiolar e na producdo de muco nos pulmdes. Os resultados obtidos permitiram
definir e padronizar etapas e parametros de producdo do ESPJP que mostrou atividade anti-

inflamatoria e foi empregado na formulagéo de fitoterapico para uso oral.

Palavras-chave: Justicia pectoralis, cumarina, umbeliferona, extrato seco, 2-O-ramnosil-

eswertina, atividade antiasmatica.



ABSTRACT

CONTRIBUTIONS TO PHYTOTHERAPY DEVELOPMENT FROM Justicia
pectoralis (CHAMBA) FOR THE TREATMENT OF ASTHMA: OPTIMIZATION,
CHARACTERIZATION AND ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY.

Justicia pectoralis Jacq. (Acanthaceae), “chamba”, it used in the treatment of respiratory
diseases. Present in Pharmacies Vivas and Renisus, pharmacological studies demonstrate their
anti-inflammatory, bronchodilator and antiasthmatic actions, being these related to the
presence of coumarin (CM) and umbelliferone (UMB) in the plant. The aim of the study was
to develop standardized dry extract (microparticles) and investigate its anti-inflammatory
effect in an experimental model of exacerbated asthma.. Analytical methodology (CLAE-
DAD) was validated for CM and UMB dosing and showed to be specific, linear, precise,
accurate and robust. It was determined that the best harvest time of the aerial parts of J.
pectoralis is at three months of cultivation, and seasonal influence is verified. In the
optimization of the extraction process, after investigation of several methods and process
variables, it was verified that the maceration followed by percolation had the best
concentration of markers. The extract was used to optimize the production of the dry extract
of Justicia pectoralis by spray drying (ESPJP), presenting good rheological indexes, low
hygroscopicide, spherical morphology, CM = 21.10 + 0.014 (0.70) and UMB = 1.74 £ 0.20
(1.05) and yield of 59.45 + 1.78 (2.05). Chromatographic study (HPLC-DAD) and structural
elucidation allowed to propose 2-O-rhamnosyl-eswertine as a new chemical marker. ESPJP
did not show cytotoxicity (MTT and LDH) in human neutrophils. Anti-inflammatory effect of
ESPJP was investigated in an experimental model of bronchial asthma exacerbated by
immuno-infectious stimulus (OVA and LPS) in BALB/c mice. ESPJP (100 mg/Kg) was able
to promote a reduction in the number of total cells present in BAL, as well as the activity of
myeloperoxidase. Histological analysis revealed that ESPJP caused a decrease in the number
of inflammatory cells in the peribronchial region and in the production of mucus in the lungs.
Results allowed to define and standardize stages and parameters of ESPJP production that
showed anti-inflammatory activity and was used in the formulation of phytotherapic for oral

use.

Keywords: Justicia pectoralis, coumarin, umbelliferone, dried extract, 2-O-rhamnosyl-

eswertine, asthasmatic activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Plantas medicinais como fonte de novos farmacos

O uso de plantas para fins terapéuticos, seja no tratamento ou prevencdo de
doencas, € uma das praticas medicinais mais antigas do homem, sendo, visivelmente uma
importante fonte de produtos naturais biologicamente ativos, alguns sendo inclusive
prototipos para sintese de um grande nimero de farmacos como a digoxina, o paclitaxol, a
artemisinina, a vinblastina dentre outras (HARVEY, 2000; VEIGA JUNIOR; PINTO;
MACIEL, 2005; VEIGA JUNIOR, 2008).

Estima-se que, nos Ultimos anos, dentre os novos farmacos aprovados para uso
humano, cerca de 30% sao produtos naturais ou derivados destes. Entretanto, em se tratando
dos farmacos anticancerigenos, por exemplo, este nimero sobe para 42% (NEWMAN;
CRAGG, 2007). Em termos globais, do total de US$ 320 bilhdes em vendas anuais de
produtos farmacéuticos, o mercado de fitoterapicos movimenta cerca de US$ 20 bilhGes todos
0s anos e esta em ascensdo (ABIFISA, 2016).

No Brasil, apesar da grande tradigdo da populacdo no uso de plantas medicinais
para o tratamento de varias doencas, abundante biodiversidade e inimeras publicacdes
cientificas sobre plantas medicinais nacionais, poucos medicamentos da flora brasileira
possuem estudos conclusivos para o registro pela agéncia reguladora nacional (ANVISA)
(CALIXTO et al.,, 2000; DUTRA et al.,, 2016). A maioria dos estudos sobre plantas
medicinais brasileiras requer conhecimentos adicionais para o desenvolvimento de
fitoterapicos de acordo com a ANVISA (BRASIL, 2014). Por vezes, apresentam auséncia de
parametros para controle de qualidade de matéria-prima ativa e para produtos acabados, bem
como dados sobre a farmacocinética, sendo evidéncias clinicas também raras (CALIXTO et
al., 2000; DUTRA et al., 2016).

Vaérias desvantagens relacionadas a busca de novos farmacos a partir de produtos
naturais tém sido superadas através da aplicacdo de novas tecnologias Uteis, desde a
realizacdo de estudos quimicos, farmacéuticos a farmacol6gicos. Isso vem permitido o
desenvolvimento de fitoterapicos com seguranca, eficacia e qualidade comprovadas os quais
se destacam no mercado farmacéutico internacional, como Ginkgo biloba, Hypericum
perforatum e Valeriana officinalis (SCKENKEL; GOSMANN; PETROVICK, 2003;
BLUMENTHAL, 2009).
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No Brasil, embora exista uma grande variedade de produtos naturais no mercado
nacional, como xarope de guaco (Mikania glomerata), de agrido (Nasturtium officinale), de
Hedera helix, tintura de agoniada (Plumeria lancifolia) e o Acheflan® creme (Cordia
verbenacea), primeiro medicamento com pesquisa e desenvolvimento totalmente nacional,
ainda h& uma caréncia expressiva de produtos derivados de plantas que possuam estudos
conclusivos, comprovando a seguranca e a eficécia clinica de seu uso, além de um rigoroso
controle de qualidade (SILVA et al., 2006; SOARES et al., 2006).

Nesse contexto, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) tem-se mostrado
positivamente a favor da necessidade de valorizagdo do uso de plantas medicinais no @mbito
sanitario e na atencdo basica (OMS, 2002), estimando que 65 a 80% da populagdo mundial,
especialmente em paises em desenvolvimento, utilizam produtos a base de plantas medicinais
no tratamento de suas doencas (RAHMAN; SINGHAL, 2002), sendo estas utilizadas, por
vezes, em associacdo com medicamentos alopaticos, homeopaticos, entre outros (CALIXTO,
2000; FUNARI; FERRO, 2005). No Brasil, o Sistema Unico de Sadde (SUS), através de seus
principios e diretrizes norteadores, reconhece a fitoterapia como recurso terapéutico
integrativo e complementar a salde, dispondo de politicas publicas e normatizacdes
especificas que buscam institucionalizar esta pratica (BRASIL, 2012a; FONTENELE et al.,
2013).

Assim, a promulgacdo da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no SUS possibilitou ampliar as opcdes terapéuticas oferecidas a seus
usuarios com garantia de acesso as plantas medicinais, fitoterdpicos e outros servigcos
relacionados, com seguranca, eficacia e qualidade (BRASIL, 2006).

Em 2010, o programa Farmacia Viva, idealizado pelo professor da Universidade
Federal do Ceara, Francisco de Abreu Matos, em 1983, foi finalmente incorporado ao SUS,
como forma de garantir a prevencdo de agravos, a promocdo e a recuperacdo da salde com
énfase na atencdo bésica a saide (MATOS, 2006; BRASIL, 2010). Em 2011, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a RDC n° 60, aprovando a primeira
edicdo do Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2011). Em 2013,
reforgando esta acdo, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) lancou a RDC n°
18 que dispOe sobre as boas praticas de processamento e armazenamento de plantas
medicinais, preparacdo e dispensacdo de produtos magistrais e oficinais de plantas medicinais
e fitoterapicos em Farmacias Vivas (BRASIL, 2013). Mais recentemente, em 2016, a RDC n°
84 aprovou o0 Memento Fitoterdpico cujo objetivo é orientar a prescricdo de plantas
medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2016).
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O estado do Ceara foi um dos primeiros do Brasil a sistematizar a utilizacdo de plantas
medicinais, medicamentos fitoterapicos e servigos relacionados a fitoterapia a partir do
programa Farmacia Viva e a regulamentar esse uso no SUS, através da Lei n°® 12.951, de 07
de outubro de 1999 e do Decreto n° 30.016 de 30 de dezembro de 2009 (FONTENELE et al.,
2013). No municipio de Fortaleza, participam do elenco do programa treze espécies, a partir
das quais sdo fornecidos doze produtos em diferentes formas farmacéuticas (xarope, tintura,
elixir, pomada, creme, capsula) (FORTALEZA, 2004).

1.2 Desenvolvimento tecnoldgico de fitoterapicos

A transformacdo de uma planta em um medicamento deve visar a preservacdo da
integridade quimica e farmacoldgica do vegetal, garantindo a constancia de sua acao bioldgica
e a sua seguranca de utilizacdo. Para atingir esses objetivos, a producdo de fitoterapicos
requer, necessariamente, estudos prévios e multidisciplinares, relativos aos aspectos botanico,
agrondémico, fitoquimico, farmacognostico, farmacolégico, toxicoldgico, de desenvolvimento
de metodologias analiticas e tecnolégicas (MIGUEL; MIGUEL, 1999). O cumprimento
dessas etapas é fundamental para obtencdo de um produto final com qualidade e tecnologia
agregadas (STROHL, 2000; TOLEDO et al., 2003).

Dentre as varias etapas, o desenvolvimento de pardmetros que garantam a
autenticidade das espécies vegetais, através da caracterizacdo anatbmica e morfoldgica da
planta ou suas partes, constituindo a etapa de estudos botanicos. Nos estudos agronémicos,
objetiva-se a otimizacdo da producdo de biomassa e constituintes ativos, investigando-se as
melhores condigdes de plantio e colheita, as quais podem sofrer interferéncia da sazonalidade
e influenciar a complexidade quimica da espécie. Assim, a distincdo e a caracterizacdo da
espécie vegetal quanto aos seus constituintes quimicos € etapa primordial. Esta pode se
desenvolver através do isolamento, elucidacdo estrutural e identificacdo de seus compostos
mais importantes. Com os estudos de formulacdo, almeja-se verificar qual o método extrativo
mais adequado, selecionar adjuvantes tecnoldgicos e verificar processos de producdo de
formas farmacéuticas por meio de delineamentos experimentais. Para verificagdo quali e
guantitativa dos constituintes quimicos, € imprescindivel o desenvolvimento de metodologias
analiticas para avaliacdo da qualidade do produto fitoterapico nas etapas do ciclo de producao
através de métodos quimicos, fisico-quimicos e tecnologicos, devendo obedecer a parametros
de qualidades estabelecidos nas Farmacopeias, Cdodigos Oficiais e Literaturas Confiaveis.

Além de todas essas etapas, os estudos de atividade bioldgica fecham o ciclo de producédo e
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utilizacdo de um fitoterapico ao permitir a caracterizacdo da atividade farmacoldgica e
toxicoldgica dos derivados extrativos, fragdes ou substancia bioativas por meio de testes in
vitro e in vivo, para garantir a seguranca e eficacia desejada nesses produtos (SIMOES et al.,
2003; MICHELIN; SALGADO, 2004; ZARONI et al., 2004; MIGLIATO et al., 2007).

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 nédo padronizados nem controlados (LIST; SCHIMIDT, 1989).

O controle de qualidade de fitoterapicos é realizado atraveés da aplicagdo de
métodos fisico-quimico e bioldgico adequados, devendo estes estar presentes em toda a cadeia
produtiva, desde a qualificacdo de matérias-primas e insumos intermediarios, bem como da
forma farmacéutica final. Esse monitoramento deve garantir a obtencdo de produtos com
caracteristicas aceitaveis de acordo com a legislacdo vigente (FONSECA, 2009).

Da mesma forma, a utilizacdo de marcadores quimicos no controle de qualidade e
a padronizacdo de fitoterapicos torna-se fundamental em protocolos e legislacGes de 6rgaos
responsaveis pela regulamentacdo da producdo de medicamentos como a OMS e ANVISA
(SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010; CHECHINEL-ZANCHETT, 2016;
DUTRA et al., 2016). Tais marcadores podem ser identificados e/ou quantificados por
metodologias analiticas simples ou complexas como a cromatografia em camada delgada
(CCD), espectrofotometria, cromatografia gasosa ou cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (BRASIL, 2014).

O desenvolvimento de um método analitico, a adaptagdo ou implantacdo de um
método conhecido envolve um processo de avaliacdo que estime sua eficiéncia na rotina do
laboratdrio. Esse processo costuma ser definido como validacdo. O objetivo da validacdo
consiste em demonstrar que o método analitico € adequado para o seu propésito e deve avaliar
a relacdo entre os resultados tedricos e experimentais (BRITO et al., 2003). A validacdo de
métodos analiticos é de extrema importancia para garantir a qualidade de um produto,
constituindo-se uma das exigéncias das Normas de Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF). Os
métodos de ensaios propostos para avaliar a conformidade dos produtos farmacéuticos devem
satisfazer especificacOes previamente estabelecidas como preciséo, exatiddo e confiabilidade,
sendo considerado validado se suas caracteristicas estiverem de acordo com esses parametros
(BARRQOS, 2002).
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No desenvolvimento de fitoterapicos, a transformacdo do material vegetal em um
produto tecnicamente elaborado, que pode ser intermediério ou final, implica a utilizacdo de
operacdes de transformacdo tecnologica. A complexidade do processo e o numero de
operacdes envolvidas sdo determinados pelo grau de transformacdo tecnoldgica requerido,
que pode ser minimo, como é o caso de pds e drogas rasuradas, destinadas a preparacdo de
chés, ou bem mais elaboradas, quando o objetivo é obter fracdes purificadas ou formas

farmacéuticas sélidas como capsulas ou comprimidos (TOLEDO et al., 2003).

1.3 Extrato vegetal microparticulado

A microencapsulacdo é uma estratégia amplamente utilizada na obtencdo de
produtos farmacéutico, quimico, agricola e alimentar onde as microcapsulas formadas
possuem tamanho entre 1 a 5000 um. A microencapsulacdo é um processo pelo qual um
material de nucleo ativo é encapsulado em um involucro de permeabilidade limitada que o
protegerd do ambiente externo até o estimulo correto encontrado. Esta técnica permite
liquidos ou sélidos, tais como farmacos, proteinas, horménios, fertilizantes e outras particulas
pequenas ser envoltas em uma concha uniforme. A composi¢do do material do invélucro pode
variar dependendo do método utilizado e pode ser formada a partir de material do tipo natural,
como amido, gelatina, amido modificado e celulose, acrilatos e outros polimeros sintéticos
(SILVA et al., 2014; YUSOP, MANAF, HAMZAH, 2017).

Dentre as vantagens de se produzir uma matéria-prima vegetal na forma de pé,
pode-se citar a maior estabilidade quimica, fisico-quimica e microbiolégica, facilidade de
padroniza¢do, maior concentracdo de compostos ativos e elevada capacidade de
transformacdo em diferentes tipos de formas farmacéuticas soélidas (OLIVEIRA;
PETROVICK, 2010). A escolha do método mais adequado depende da sensibilidade da
amostra ao calor, da aplicacdo da microcapsula, do tamanho das particulas necessarias, das
propriedades fisicas e quimicas da substancia a ser encapsulada e do polimero empregado, do
mecanismo de liberacdo necessario, da escala de producdo e do custo (AULTON, 2005;
SUAVE et al., 2006).

Dentre as tecnologias empregadas, a secagem por aspersao (spray drying)
consititui uma das técnicas mais difundidas na indulstria de fitoterapicos, devido a sua
estabilidade e possibilidade de controle das caracteristicas do produto final (OLIVEIRA;
PETROVICK, 2000). Isso vem permitido o desenvolvimento de fitoterapicos com seguranca,
eficacia e qualidade comprovadas, como Ginkgo biloba, Hypericum perforatum e Valeriana
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officinalis, que se destacam no mercado farmacéutico internacional (SCKENKEL et al., 2003;
BLUMENTHAL, 2009).

O processo de secagem por aspersdo (FIGURA 1) consiste em colocar o extrato
liqguido em contato com ar quente e seco por meio da formacdo de pequenas goticulas,
aumentando assim a superficie de contato, a fim de obter a evaporacdo do solvente e a
recuperacdo de um produto seco particulado. A separacdo do sélido formado € obtida por
meio de separador ciclone. O tempo que o extrato passa em contato com as temperaturas
elevadas € pequeno, 0 que permite seu emprego na secagem de substancias sensiveis ao calor.
Além disso, consiste numa técnica de baixo custo, quando comparada a outras técnicas que
utilizam aquecimento (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Como variaveis que afetam as propriedades de produtos obtidos em spray dryer,
tém-se fluxo de alimentacdo, temperatura de alimentacdo e do ar de secagem, métodos e
condicBes de atomizacdo e diferencas nas propriedades fisicas e quimicas do material a ser
seco. Com relagéo ao produto obtido, devem ser avaliados a densidade e o volume aparente, o
tamanho da particula e distribuicdo (incluindo pds finos), a friabilidade da particula ou
resisténcia a ruptura, o contetido de umidade, a dispersibilidade ou a tendéncia a aglomeracao,
além da retencdo da qualidade desejada ao produto, como aroma, valor alimenticio, cor,
reconstituibilidade, entre outros (DUFFIE; MARSHALL, 1953). Outros 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 contaminacéo biologica (LIST; SCHIMIDT, 1989).

Figura 1 - llustracdo esquematica de um aparelho de secagem por aspercao.
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Fonte: Adaptado de Munin; Edwards-Lévy (2011).
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As propriedades do produto seco s&o, em geral, determinadas por fatores
relacionados as caracteristicas do material empregado (extrato fluido) e dos pardmetros
operacionais do equipamento. Quando produzidos sem o uso de adjuvantes de secagem, 0S
extratos secos normalmente sdo higroscopicos e tem baixas propriedades reoldgicas, de
compressibilidade e compactabilidade, sendo, portanto, 0 emprego de adjuvantes tecnoldgicos
fundamentais para aumentar o rendimento do processo de secagem, além de contribuir
positivamente sobre a composi¢cdo de agua do produto, agregando estabilidade e qualidade,
podendo inclusive interferir nas caracteristicas de biodisponibilidade (GALLO et al., 2011,
TUYEN, 2010; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). 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 (LIST; SCHIMIDT, 1989).

O didxido de silicio coloidal tem sido amplamente empregado na producdo de
extratos secos vegetais por apresentar excelentes resultados, uma vez que possui inimeras
vantagens principalmente como agente regulador de fluxo, diminuindo o atrito entre as
particulas (ALBERTINI et al., 2004; JONAT et al., 2006). Devido a composi¢do complexa
desses extratos, varios problemas surgem durante a secagem no equipamento, tais como, a
acumulacdo do produto nas paredes do aparelho e a aglomeracgéo de particulas. A incluséo de
adjuvantes de secagem, como o diéxido de silicio coloidal, adicionados a solugdo a secar
podem minimizar esses efeitos indesejaveis. Estudos demonstram que h& uma melhora
significativa no desempenho de secagem caracterizada pelo aumento do rendimento do
processo, além de contribuir positivamente sobre o teor de dgua do produto e melhorar as
propriedades reoldgicas dos extratos (RANKELL; LIEBERMAN; SCHIFFMAN, 2001;
VASCONCELOS et al., 2005).

Os derivados da celulose, um dos materiais mais utilizados como adjuvante
farmacotécnico, sdo disponibilizados para a industria farmacéutica com as mais variadas
caracteristicas e tamanho de particula, graus de mistura, fluidez, densidade e outras
propriedades fisicas. E (til na producdo de comprimidos devido as caracteristicas de no-
aderéncia, boa compressibilidade, facil desintegracdo, alto potencial de dilui¢do, além de ser
inerte, 0 que a torna compativel com outros diluentes. O emprego desse excipiente, na
producdo de formas farmacéuticas sélidas, é favorecido pela sua caracteristica de elevada
compactabilidade, que é determinada pela capacidade de deformacéo pléastica (ductibilidade),
elevadas viscoelasticidade e resisténcia mecanica, além de baixa elasticidade (TOLLER,
SCHMIDT, 2005). De acordo com a fonte originaria da celulose e a técnica de transformacéo

sdo encontrados diversos tipos de celulose possuindo diferentes propriedades. A celulose
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microcristalina possui aplicacdo multipla na producdo de medicamentos, sendo Util por
diminuir a formagao de ligac6es de hidrogénio entre as particulas, melhorando o fluxo dos pos
(VOIGT; BORNSCHEIN, 1982; LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).

1.4 Justicia pectoralis Jacq var. stenophylla Leonard

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa tem estudado continuamente uma
espécie pertecente ao programa Farmacia Viva e que também esta presente na Renisus e no
Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira. Dessa forma, Justicia pectoralis vem
sendo avaliada, visando o desenvolvimento de um fitoterapico a ser empregado no tratamento
de afeccBes respiratorias como a asma. Estudos fitoquimicos com espécies vegetais utilizadas
no tratamento dessa patologia tém sido realizados com o objetivo de encontrar novas
substancias terapéuticas que possam servir como candidatos a farmacos ou, entdo, como
prot6tipos para novos medicamentos (CORREA; MELO; COSTA, 2008).

1.4.1 Aspectos geogréaficos, botanicos e etnofarmacolégicos

A familia Acanthaceae possui cerca de 250 géneros e abrange mais de 4000
espécies nas regides tropicais e, em menor quantidade, em zonas temperadas. Segundo
Barroso et al. (1991), o Brasil representa um dos maiores centros de diversidade do grupo,
com aproximadamente 40 géneros e 550 espécies. Dentre as espécies do género, Justicia
pectoralis Jacq. var. stenophylla Leonard (FIGURA 2) se destaca pelo emprego de suas folhas
como medicinais (CORREA, ALCANTARA, 2012).

Figura 2 - Aspecto macroscépico de Justicia pectoralis (A), inflorescéncia (B) e seu xarope
distribuido por programas governamentais de fitoterapia (C).
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J. pectoralis é frequentemente encontrada no México, Venezuela, Trindade, Cuba,
Jamaica, Oeste do Equador, Centro-oeste, Norte e Nordeste do Brasil, onde tem sua
ocorréncia confirmada nos estados de Goias, Mato Grosso, Acre, Amazonas, Para, Rondoénia,
Roraima, Maranhdo, Ceara (OLIVEIRA; ANDRADE, 2000; PROFICE et al., 2015).

Apresenta-se como uma pequena erva sempre verde, perene, suberecta.
Macroscopicamente, apresenta caule ascendente, cilindrico, verde com pelos retrorsos
esbranquicados dispostos em linha s verticais, nos inferiores frequentemente com raizes
adventicias. Folhas simples, membranaceas, verdes, opostas transversalmente, medindo, em
média, de 4 a 6 cm de comprimento. Lamina foliar peciolada, lanceolada, apice agudo ou
atenuado, base aguda ou estreita, margem inteira com tricomas em ambas as faces. Flores
pequenas, sésseis com calice verde e corola de cor branca ou lilas. A planta integra e as folhas
recém-colhidas, secas ou ap6s a fervura, exalam um odor que lembra o cheiro adocicado do
cumaru, devido a presenca de cumarina. Fruto do tipo cdpsula deiscente e suas sementes sao
achatadas de cor castanha avermelhada (TAVARES; VIANA, 1995; OLIVEIRA;
ANDRADE, 2000; GOVIN et al., 2003).

Multiplica-se facilmente por estacas ou pequenas por¢des dos ramos ja enraizadas.
Cresce bem em canteiros, formando conjuntos aglomerados globosos com até 40 cm de altura.
Essa forma de crescimento serve para distinguir esta erva de outras que recebem 0 mesmo
nome popular, mas que crescem como grama. Conhecida popularmente como “son curia”
(Porto Rico), “sana herida” (Jamaica) ou “tilo, carpintero ou té criollo” (Cuba). Dentre os seus
varios epitetos, “chamba” é o mais famoso no nordeste brasileiro, mas sendo também bastante
denominada de “anador” (SOUSA, 1991; TAVARES; VIANA, 1995; OLIVEIRA,
ANDRADE, 2000; MATOS, 2007).

A partir de estudos agronémicos, demonstrou-se que a concentracao de cumarinas
nas folhas de chamba é diretamente proporcional a intensidade de radiacdo solar incidente,
sendo as vermelho-vinaceas as que apresentam maior teor deste composto quimico em relagéo
as folhas verdes. Entretanto, a alta incidéncia de radiagdo solar no primeiro més ap0s o plantio
afeta negativamente o crescimento da planta, acarretando um menor rendimento de biomassa,
sendo para fins medicinais, indicado o cultivo inicial de J. pectoralis sob sombreamento até o
final do primeiro més e transferéncia das mudas para radiacdo total até a coleta (BARROS et
al., 1997). Para o cultivo de chambd, apresentaram bons rendimentos médio de biomassa
canteiros cuja distancia entre plantas variava de 10 — 20 cm, altura de corte de 10 cm e até 3
podas (FERRADA; SOSA; FIALLO, 2003).
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No Brasil, as folhas de J. pectoralis sdo popularmente utilizadas na forma de cha
ou lambedor para tratamento de afec¢des do trato respiratorio, como tosse, bronquite e asma
(MATQOS, 2007). No lambedor, esta comumente associado ao malvari¢co (Plectranthus
amboinicus) (MATOS, 2000). O xarope (QUADRO 1) é amplamente produzido e distribuido
por programas governamentais de fitoterapia de forma gratuita a populacdo do Nordeste
Brasileiro (FORTALEZA, 2004).

Quadro 1 - Formulacdo bésica do xarope de Justicia pectoralis.

IndicacOes: expectorante, coadjuvante no tratamento da bronquite; por sua propriedade
broncodilatadora é também empregado no tratamento da asma.

Apresentacao: frascos de vidro @mbar com 100mL de Xarope de Chambé 5%

Composicao:

(5mL) (15 mL)
Extrato de J. pectoralis var. stenophylla. Leonard. a 20% 1,250mL 3,750mL
Xarope simples aromatizado g.s.p. 5,0000mL  15,000mL

Fonte: Viana; Leal; Vasconcelos (2013).

Em outros paises, como no Equador, o decocto das folhas é utilizado para o
tratamento de dores menstruais, da tosse e de resfriados. As partes aéreas sdo usadas na forma
de infusdo, em Cuba, como expectorante, sonifero, sedativo, calmante, hipotensivo e para o
tratamento de erupcdes cutaneas alérgicas. Na Africa do Sul, essas infusdes provenientes das
partes aéreas sdo usadas para o tratamento de infecgdes pulmonares. No Suriname, J.
pectoralis é usada no tratamento da asma e, em Belize, para o tratamento da epilepsia. Na
Colémbia, as folhas e caules sdo utilizados para o tratamento do Diabetes, doencas da
préstata, como relaxante da musculatura lisa em afeccdes respiratdrias, antibacteriano e
sedativo (CORREA; ALCANTARA, 2012). No Panamé, a planta é usada popularmente sob a
forma de ché para aliviar mal-estar no estdmago e dores nas pernas, enquanto em Trindad é
utilizada no tratamento da tosse e como expectorante, além de ser considerada afrodisiaca
(MORTON, 1977). No Caribe, seu principal uso é como ansiolitico, sendo comercializados
fitoterapicos produzidos a partir do extrato seco padronizado da planta com essa indicacdo
(GOVIN et al., 2003; LISANATURA, 2013), mas também o extrato bruto das folhas serve
como alternativa ao tratamento de rash cutdneo (CORREA; ALCANTARA, 2012). Desde
1992, em Cuba, J. pectoralis compde o arsenal terapéutico do Sistema Nacional de Saude
(MINSAP, 1992) como sedativo. Ainda, inquéritos etnofarmacoldgicos recentes da Costa
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Rica apontaram o uso de preparagdes caseiras a base de J. pectoralis no alivio dos sintomas
da menopausa e da dismenorreia (LOCKLEARA et al., 2010).

1.4.2 Aspectos quimicos

Poucos sdo os estudos mais recentes avaliando a constituicdo quimica de J.
pectoralis. Dessa forma, investigacfes fitoquimicas realizados com o extrato metanélico da
planta, com o emprego de testes qualitativos de identificacdo de classes quimicas e
cromatografia em camada delgada (CCD), revelaram a presenca de cumarinas, flavondides,
esterdides e triterpenoides, mas auséncia de alcaloides (LEAL et al., 2000; OLIVEIRA,;
ANDRADE, 2000; OLIVEIRA et al., 2000). No entanto, em outro estudo (ARAUJO,
FARIA, SAFADI, 2014), também identificada a presenca de alcaloides e saponinas.

Duke (1987) refere-se a uma presenca de alcaloides ("triptaminas™) em baixas
concentracdes em J. pectoralis, provavelmente podendo justificar o potencial alucinégeno da
espécie e seu emprego com esse fim por tribos indigenas da América do Sul. Contudo, outros
autores afirmam a auséncia de alcaloides, sendo o uso de chambda nessas preparacdes
ritualisticas apenas como aromatizante devido ao odor agradavel das cumarinas (MACRAE;
TOWERS, 1984; MELO; ANDRADE, 1989).

Assim, a quimica da espécie ja& € conhecida e investigada ha algum tempo.
Estudos cromatograficos e de elucidacdo estrutural isolaram e caracterizaram derivados
cumarinicos (1,2-benzopirona, dihidroxicumarina e 7-hidroxidocumarina), bem como
derivados do acido fenilpropiénico (DE VRIES; TAUCHER; WURZEL, 1988; MACRAE;
TOWERS, 1984). Foi também observada a existéncia do &cido 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”-0-ramnosil-
eswertisina, eswertiajaponina e 2”-0-ramnosil-eswertiajaponina (WENIGER; SAVARY;
DAGUIHL, 1984; MACRAE; TOWERS, 1984; JOSEPH; GLEYE; MOULIS, 1988;
OLIVEIRA et al., 2000) (FIGURA 3).

1.4.3 Aspectos toxicoldgicos e farmacologicos

Estudos evidenciam a bioatividade de extratos oriundos de J. pectoralis e de seus

compostos isolados, sobretudo dos derivados cumarinicos, cumarina e umbeliferona, os quais
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tém sido apntados como 0s principais componentes responsaveis pelos efeitos farmacoldgicos
da planta (MACRAE; TOWERS, 1984; LINO et al., 1997; LEAL et al., 2000).

A classe de metabdlitos secundarios denominada de cumarinas é derivada do acido
cindmico, estando amplamente distribuida no reino vegetal, mas também podendo ser
encontrada em fungos e bactérias. As propriedades farmacoldgicas estdo relacionadas ao
padrdo de substituicdo no nucleo fundamental (1,2-benzopirano) que, nos seres humanos, ao
ser extensamente metabolizado pelas enzimas hepaticas, transforma-se em 7-hidroxicumarina,
também conhecida como umbeliferona (MURRAY, 1989; LAKE, 1999; ROHINI;
SRIKUMAN, 2014).

Figura 3 - Constituintes quimicos presentes nas partes aéreas de Justicia pectoralis.

I. &cido fenilpropionico, Il. orto-hidroxitranscinamico acetilado, III. Betaina, IV. B-amirina,
V. Justicidina B, V1. B-sitosterol, VII. Cumarina, VI1II. Dihidrocumarina, IX. Umbeliferona e
X. Eswertisina.

Fonte: Fonseca (2009); Leal; Silva; Viana (2017).
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1.4.3.1 Toxicologia pré-clinica

Lino (1995) observou que a dose letal (DL50) do extrato hidroalcoolico néo
padronizado das folhas de J. pectoralis administrado por via intraperitoneal a ratos em teste
agudo foi de 3,0 = 0,2 g/Kg. No entanto, o extrato administrado oralmente em doses de até 10
0/Kg néo foi letal aos animais, apds 48 h de observacao. Na avaliacdo cronica da toxicidade, o
tratamento diario dos ratos com o extrato a 400 mg/Kg, durante 30 dias, causou aumento no
hematdcrito, na fosfatase alcalina e redugdo na hemoglobina, sugerindo que o uso prolongado
pode causar alteracdes hematoldgicas e bioquimicas.

Parra et al. (1991) verificou uma CL50 de 60,14 pg/mL para o extrato
hidroalcoolico ndo padronizado obtido a partir de folhas de J. pectoralis por meio do ensaio
com Artemia salina L., podendo este ter atividade bioldgica, uma vez que o valor de CL50
inferior a 1000 pg/mL é considerado bioativo (MEYER et al., 1982). A toxicidade oral aguda
em ratos (DL50) observada foi de foi 3,5 g/Kg, evidenciando, assim, sua baixa toxicidade.

Toledo et al. (2007) avaliou a toxicidade aguda em ratos em dose Unica de 2g/Kg
(v.0.) do extrato hidroalcodlico ndo padronizado, reduzido em rotaevaporador até a
concentracdo final de 200 mg/mL. Foi verificada auséncia de mortalidade ou alteracdes
anatomofisioldgicas, sendo o extrato classificado como ndo tdxico de acordo com o Global
Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals (UNITED NATIONS,
2007).

Continuando com a avaliacdo toxicolégica de J. pectoralis, testes in vitro
corroboram com sua baixa ou ausente toxicidade. Estudos realizados por nosso grupo,
Fonseca (2009) e Alves (2010), demonstraram que o0 extrato seco padronizado (ESJP) ndo é
capaz de alterar a viabilidade celular de neutréfilos humano, mensurado pela atividade da
enzima lactato desidrogenase (LDH) e pelo teste do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT), mas que um dos seus constituintes quimicos promoveu essa alteracao
(UMB 100 pg/mL). ESJP e seus compostos ativos, CM e UMB, também reduziram, em
diferentes intensidades, a liberacdo de mieloperoxidase (MPO) induzida por estas células,
guando induzidoas por PMA e fMLP, sendo o ESJP mais eficaz. Além disso, 0 extrato aquoso
ndo padronizado de J. pectoralis ndo apresentou genotoxicidade em células de medula Gssea
de roedores (MONTERO et al., 2001).

1.4.3.2 Farmacologia pré-clinica
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Na avaliagéo da atividade antimicrobiana de plantas medicinais de uso tradicional
em Trinidad e demais ilhas caribenhas vizinhas, Chariandy et al. (1999) verificou que a
fracdo éter de petrdleo obtido a partir das partes aéreas de J. pectoralis apresentou atividade
antibacteriana acentuada contra E. coli, P. aeruginosa, S. epidermidis, E. faecalis e
Salmonella typhimurium, e, que a fracdo acetato de etila, além dos microorganismos ja
descritos, também possui efeito inibitdrio ao crescimento de S. aureus. No mesmo estudo,
ambas as fragdes na concentracdo de 0,5 mg/mL apresentaram acdo toxica sobre larvas no
estagio IV de desenvolvimento do mosquito Aedes aegypti, causando sua mortalidade apés 2
e 9 dias, respectivamente. Em outro estudo (FURTADO et al., 2015) sobre a acgéo
antimicrobiana da planta, o extrato aquoso ndo padronizado de J. pectoralis ndo demonstrou
atividade antimicrobiana em nenhuma das concentracdes avaliadas (25, 50 e 100 mg/mL)
contra E. coli e Klebsiella pneumoniae.

Na avaliagdo da atividade antinociceptiva do extrato hidroalcoolico néo
padronizado preparado a partir das folhas de J. pectoralis (400 mg/Kg, v.0.) e de compostos
isolados (CM e UMB 5mg/kg), no modelo de nocicep¢do induzida por formalina, foi
verificado que o sistema opioide ndo esta envolvido, visto que ndo houve reversdo dos efeitos
antinociceptivos apos pré-tratamento com naloxona, um antagonista opioide. No entanto, o
pré-tratamento com L-arginina (inibidor da enzima oxido nitrico redutase) reverteu os efeitos
da UMB, sugerindo a participacdo da via do 6xido nitrico nesse efeito. Além disso, o extrato
em estudo mostrou atividade broncodilatadora em traqueia de cobaia, 0 que corrobora, pelo
menos em parte, seu uso medicinal popular para problemas das vias aéreas, como asma e
bronquite (LINO, 1995; LINO et al., 1997).

Complementar a esses estudos, Leal et al. (2000), na avaliagdo do efeito bioldgico
de extratos hidroalcoolicos de plantas cumarinicas tradicionalmente utilizadas no Nordeste do
Brasil para o tratamento de distdrbios respiratdrios, observou o efeito antinociceptivo e
antiedematogénico em ratos, quando administrado nas doses de 200 e 400 mg/Kg (v.0.) e 50
mg/kg (i.p.), respectivamente. Além desses efeitos, o extrato apresentou inibi¢do da resposta
contréatil induzida por carbacol (0,3 uM) de aneis de traqueia de ratos, caracterizando, assim,
um efeito antiespasmaddico, com EC50 de 1,5 + 0,18 mg/mL. Fonseca (2009) demonstrou que
0 extrato seco padronizado de J. pectoralis (CM: 8,84 mg/g; UMB: 1,27 mg/g), nas
concentracdes de 100, 200 e 400 mg/Kg, reduziu em até 38% o edema de pata induzido por
carragenina e 79,6% a nocicepg¢éo induzida por capsaicina.

Na investigacdo das atividades anti-inflamatdria e anti-histaminica extrato aquoso

das folhas de J. pectoralis, observou-se um relaxamento progressivo da traqueia tratada com
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doses cumulativas de histamina (1 — 8 pg). No entanto, com doses superiores a 8 pg, a tensao
contrétil no tecido aumenta de tal forma a sugerir que o extrato atua como um inibidor
competitivo, sendo a inibicdo reversivel (CAMERON et al., 2015). Segundo os autores, €
possivel que o componente anti-muscarinico do extrato da planta tenha agido em sinergismo
com o componente anti-histaminico para produzir coletivamente o relaxamento do musculo
liso traqueal.

Moura et al. (2017) verificou o efeito antiasmatico do extrato hidroalcoolico 20%
padronizado de J. pectoralis (380 mg/Kg, v.0.) em ratos sensibilizados e desafiados com
ovalbumina, sendo comprovada a capacidade do extrato de inibir a hiper-reatividade de
traqueia isolada pré-contraida e reducdo nos niveis de citocinas (TNF-a e IL-1B) no lavado
broncoalveolar.

Na investigacdo dos efeitos de J. pectoralis sobre o Sistema Nervoso Central
(SNC), foi observado que o tratamento com o decocto da planta reduziu a conduta agressiva e
a atividade exploratdria em ratos, assim como bloqueou a excitacdo induzida por fenciclidina
(antagonista do receptor NMDA), mas néo foi capaz de prevenir as convulsées induzidas por
antagonistas GABAérgicos (pentilenotetrazol e picrotoxina), ao contrario do diazepam, que
apresentou neuroprotecdo, sugerindo que a acdo ansiolitica da planta ndo ocorre via
mecanismo dos benzodiazepinicos (SAAD et al., 1987; FERNANDEZ et al., 1989). Ainda,
verificou-se que a administracdo intraperitoneal do extrato aquoso da planta néo foi capaz de
reverter os efeitos da apomorfina (agonista dopaminérgico), mostrando ndo possuirem
atividade antidopaminérgica semelhante aos neurolépticos tipicos (MAS et al., 1987).

O efeito ansiolitico do extrato hidroalcoolico de J. pectoralis (EHAJP) foi
evidenciado por Venancio et al. (2011) através de testes comportamentais, sendo a droga
administrada oralmente de forma aguda a camundongos, nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg.
Os resultados mostraram que, semelhante ao diazepam (1 mg/Kg), EHAJP modificou
significativamente todos os parametros observados no teste labirinto de cruz elevada, sem
alterar a atividade motora geral nos testes de campo aberto, rota rod e tempo de sono induzido
por pentobarbital. Flumazenil inverteu ndo apenas o efeito diazepam, mas também o efeito
EHAJP. Do mesmo modo, todas as doses de EHAJP aumentaram o tempo de permanéncia na
caixa no teste claro/escuro. A acdo ansiolitica esta, segundo os autores, possivelmente
relacionada com o sistema gabaergico, refutando efeitos sedativos. Embora, o efeito sedativo
do extrato seco padronizado de J. pectoralis tenha sido evidenciado em ratos por Chanfrau et

al. (2008) por meio do modelo de tempo de sono induzido por tiopental.
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Ainda sobre os efeitos de J. pectoralis sobre o SNC, Venancio (2015) realizou a
avaliacdo do potencial anticonvulsivante do extrato seco padronizado em camundongos,
demonstrando atividade anticonvulsivante contra convulsdes induzidas por picrotoxina (50 e
100 mg/kg), estricnina, eletrochoque e pilocarpina (25, 50 e 100 mg/kg). Houve também a
reducdo do estresse oxidativo (reducdo dos niveis de peroxidacdo lipidica e de nitrito e
aumento na atividade da catalase). No modelo de convulsdo induzida por pilocarpina, os
niveis de aminodcidos inibitérios (GABA, glicina e taurina) aumentaram, enquanto os de
aminoacidos excitatdrios (glutamato, aspartato) reduziram e houve uma neuroprotecao com a
diminuicdo de lesbes neuronais nas areas CA1 e CA3 do hipocampo.

As diferengas observadas entre os diversos efeitos farmacologicos sobre o SNC
podem estar relacionadas a diferencas nos constituintes quimicos encontrados nas plantas,
provavelmente por variacdes ambientais de cultivo e dos proprios métodos de producdo da
droga vegetal e de seus derivados. Ademais, alguns estudos empregaram extratos néo
padronizados, dificultando a reprodutibilidade dos experimentos (VIANA; LEAL;
VASCONCELOS, 2013).

Além dos efeitos anti-inflamatorio, ansiolitico e anti-asmatico relatados, estudos
mostram o efeito hormonal e gastroproteor de J. pectoralis. Assim, o0 extrato metanolico
preparado a partir das partes aéreas apresentou capacidade de diminuicdo, in vitro, da
afinidade do estradiol e da progesterona aos seus receptores em células cancerigenas de mama
humana, aumento da expressdo de genes sensiveis ao estrdgeno em células de osteosarcoma
osteoblastico humano e inibicdo da COX-2 humana recombinante. Tais acdes explicam o0 uso
tradicional da planta para o tratamento de sintomas relacionados a sindrome pré-menstrual e
menopausa, bem como anti-inflamatério (LOCKLEARA et al., 2010). Recentemente,
Fonseca e Leal (2012) observaram que o tratamento prévio com extrato seco padronizado foi
capaz de inibir a formacéo de Ulceras gastricas induzidas por etanol.

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 destroi as células  do
pancreas), ratos tiveram normalizados seus pardmentros de peroxidacdo lipidica apds
administracao de umbeliferona (30 mg/Kg, v.0.), sugerindo possivel efeito sobre as células 3
do pancreas (RAMESH; PUGALENDI, 2006).

As cumarinas simples, incluindo-se cumarina e umbeliferona, possuem inimeras

atividades farmacoldgicas descritas como atividade anti-inflamatdria, antioxidante,
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antibacteriana, antiviral, antitrombotica, vasodilatadora e antitumoral (HOULT; PAYA, 1996;
LOPEZ-GONZALEZ et al., 2004).

Cheng et al. (2004) mostraram bioatividade de varias cumarinas e sua estreita
relacdo estrutura-atividade inibitdria sobre a producdo de TNF-a. Segundo Han et al. (2005),
derivados cumarinicos naturais ou sintéticos com agdo anticancerigena e anti-inflamatoria
podem exercer suas func¢des bioldgicas por meio de inibicdo da ativacdo de quinases como a
MAP-quinase. A cumarina tem sido indicada no tratamento de pacientes com linfedema
devido a sua capacidade de aumentar a acdo proteolitica de macrofagos (PILLER, 1976;
CLODIUS; PILLER, 1978).

Na literatura, sdo encontradas acdes bioldgicas como espasmolitica,
antimicrobiana, hipoglicemiante, hipolipidémica e antioxidante para a umbeliferona (JURD et
al., 1971; RAMESH; PUGALENDI, 2005; 2006). Kurokawa et al. (2003) mostrou que a
umbeliferona é capaz de reduzir a producdo de citocinas pro-inflamatérias, induzida pelo
lipopolossacarideo em macréfagos, sendo também capaz de suprimir a pneumonia em
camundongos infectados com o virus influenza, ndo por uma agdo anti-viral, mas pela
inibicdo da producéo de citocinas pro-inflamatérias (KUROKAWA et al., 2010). Vasconcelos
et al. (2009) descrevem a capacidade de supressdo da resposta inflamatdria mediada pela
umbeliferona em camundongos asmaticos por reducdo do acimulo de leucdcitos e da
producdo de IL-4, IL-5 e IL-13 no lavado broncoalveolar desses animais.

Justicidina B, lignana isolada de algumas espécies vegetais incluindo J.
pectoralis, tem atividade antifngica por inibir o crescimento de alguns fungos patogénicos
do género Aspergillus e Candida em concentracgdes a partir de 1 e 12 pg/mL, respectivamente.
Também apresenta a¢do potente tripanocida contra tripomastigota de Trypanosoma brucei e
moderada contra Trypanosoma cruzi (CI50 — 0,2 e 2,6 ug/mL, respectivamente). Possuli,
ainda, citotoxicidade inespecifica observada em cultura de células neoplasicas sanguineas e
brénquicas (JOSEPH; GLEYE; MOULIS, 1988; GERTSCH et al., 2003).

1.4.3.3 Estudos clinicos

Nobre et al. (2006), em ensaio clinico piloto com pacientes (n = 37) asmaticos
leve ou moderado, observou que a administracdo do xarope de J. pectoralis e Plectranthus
amboinicus (malvarigo) (5 mL, 3 vezes ao dia por 2 semanas consecutivas) produziu, ao final
de uma semana de tratamento, diminuicdo da obstrucdo das vias aéreas com aumento

significativo (14,5; 14; 9%, respectivamente) nos parametros de avaliacdo respiratdria como



37

volume expiratério forgado no primeiro segundo (VEF;), capacidade vital forcada (CVF) e
fluxo expiratério méximo (FEM). Além disso, observou-se uma melhora na expectoracdo e
auséncia de efeito colateral.

Santana et al. (2007), demonstrou, através de ensaio clinico realizado com 21
pacientes asmaticos em idade entre 6 a 12 anos, que 0 uso do xarope de J. pectoralis durante
duas semanas melhorou o quadro obstrutivo e sintomatoldgico de pacientes com asma
intermitente, persistente leve ou persistente moderada, revelando uma acao broncodilatadora
do fitoterapico.

Linhares (2012) em ensaio clinico duplo-cego piloto, controlado por placebo,
observou que 0 uso terapéutico de xarope padronizado contendo folhas de J. pectoralis,
Plectranthus amboinicus e esséncia de Mentha arvenis suficiente para aromatizar, preparado
pela Farmacia Escola da Universidade Federal do Ceara, administrado (20 mL, 3 vezes ao dia
por 14 dias consecutivos) em 35 pacientes com asma leve, como terapia complementar, nao
apresentou modificagcdes nos parametros de provas de funcdo pulmonar (CVF, VEF;, relacédo
VEF1/CVF e fluxo expiratorio forcado — FEF — entre 25 e 75% da CVF). Entretanto,
verificou-se haver uma melhora na qualidade de vida, mensurado através de resultados
obtidos a partir de questionario validado sobre Qualidade de Vida em Asma com Atividades
Padronizadas — AQLQ (S) (GUILLEMIN; BOMBARDIER; BEATON, 1993), sem causar
toxicidade ou efeitos adversos.

Nascimento (2018) avaliou a eficacia do xarope de chambé a 5% quando comparado a
um placebo no tratamento da tosse e sintomas respiratorios em 114 criangas. O resultado
mostrou que o xarope foi eficaz no alivio sintoméatico da tosse, da congestdo nasal e da
rinorreia, além de melhorar a capacidade de dormir das criancas e de seus responsaveis,

guando comparado ao placebo.

1.4.4 Desenvolvimento tecnoldgico

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa tem estudado continuamente a referida
espécie. Até o momento, foi desenvolvido e validado de acordo com a legislagdo vigente um
método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE — DAD) para
determinacéo do teor de CM e UMB em produtos derivados de J. pectoralis. As condicdes
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 varidveis (tempo de maceragéo,
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proporcao droga:solvente e teor alcodlico do solvente extrator) por meio de um planejamento
fatorial (23), no qual a proporgéo droga:solvente e do teor de etanol afetaram o rendimento de
CM e UMB nos extratos produzidos. O extrato hidroalcoolico produzido sob condicéo eleita
(droga:solvente, 1:15; teor de etanol: 20%; tempo de maceracdo: 24h) foi caracterizado fisico-
quimicamente e submetido a secagem por spray dryer, empregando como excipiente dioxido
de silicio coloidal, sendo determinadas suas propriedades fisico-quimicas. A avaliacdo
toxicoldgica in vitro do extrato seco padroniza (ESPJP; CM: 8,84 mg/g; UMB: 1,27 mg/qg)
mostrou sua baixa citotoxicidade em neutrofilos humano, mensurada pela atividade da enzima
lactato desidrogenase, além de reduzir a liberacdo de mieloperoxidase por eles. Ainda, o
ESPJP (100, 200 e 400 mg/Kg) reduziu em até 38% o edema de pata induzido por carragenina
e 79,6% a nocicepcdo induzida por capsaicina (FONSECA, 2009; FONSECA; SILVA;
LEAL, 2010).

Assim, a perspectiva dos estudos tem sido avaliar o potencial de um novo produto
padronizado produzido a partir de Justicia pectoralis para o tratamento da asma.

1.5 Asma

Asma é uma doenca inflamatdria crénica das vias aéreas que afeta cerca de 18%
da populacdo mundial, manifestando-se clinicamente por episodios recorrentes de dispneia,
sibilancia, constricdo toracica e tosse. E caracterizada por hiper-responsividade brénquica,
aumento da secrecdo de muco e obstrucdo varidvel do fluxo aéreo, reversivel
espontaneamente ou com o tratamento (GINA, 2018).

A OMS declarou 383 mil mortes por asma no mundo no ano de 2015 e é
importante ressaltar que esses valores podem ser maiores, em razdo dos Obitos por asma
serem subestimados nas estatisticas de mortalidade que consideram apenas a causa basica de
morte (WHO, 2017). No Brasil, estima-se que existam aproximadamente 20 milhdes de
pacientes asmaticos (COMISSAO DE ASMA DA SBPT, 2012). No periodo de 2008 a 2013
foram registrados no Departamento de Informatica do Sistema Unico de Saude (DATASUS)
mais de 1 milh&o de internacGes em virtude das exacerbacdes da asma, gerando um custo ao
sistema publico de satde de quase 170 milhdes de délares (CARDOSO et al., 2017).

A exposi¢cdo a estimulos irritantes como endotoxinas bacterianas, alérgenos,
fumaca de cigarro e pélos de animais, a predisposi¢do genética e fatores ambientais séo os
principais fatores de risco para o desenvolvimento da asma. Adicionalmente, o estilo de vida

do individuo, que esta relacionado a dieta, habitos sociais e ambiente de trabalho, possui
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significancia para o desenvolvimento da patologia (LAZAAR; PANETTIERI, 2004,
BOUSQUET et al., 2005; CHEN; WONG,; LI, 2016).

O processo inflamatorio tipico da asma é complexo e envolve diversos mediadores
e células, até mesmo as constitutivas do sistema respiratorio como as células epiteliais e do
endotélio vascular, que ndo deveriam possuir potencial inflamatdrio. As caracteristicas
observadas na inflamacdo pulmonar e na desregulacéo fisioldgica sdo o resultado final dos
eventos moleculares e celulares envolvidos na sensibilizacdo, no desenvolvimento de
linfécitos Th2, na elaboragédo de citocinas Tp2 e na ativacdo dos mecanismos efetores dessas
citocinas. Assim, h4 o recrutamento e a ativacdo de células inflamatdrias e mudancgas nas
células estruturais do pulmdo, bem como expressdao aumentada de diversos mediadores
envolvidos na complexa trama de reacfes inflamatdrias, incluindo citocinas, quimocinas,
fatores de crescimento, enzimas, receptores e moléculas de adesdo (BISSET; SCHMID-
GRENDELMEIER, 2005; HOLGATE et al., 2003).

Em individuos geneticamente susceptiveis, o alérgeno interage com células
dendriticas e linfocitos T CD4+, levando ao desenvolvimento de linfécitos ThO, os quais
originam clones de linfécitos Tn2. Por sua vez, estes produzem citocinas que induzem o0s
linfocitos B a produzirem e liberarem imunoglobulina (Ig)E, inteleucinas (IL)-5 que
promovem diferenciacéo e ativacao de eosinofilos e citocinas como IL-4 e 1L-13 que induzem
a expressdo de receptores de IgE (FIGURA 4) (D’AMATO et al., 2007; RANG; DALE,
2012). A fase imediata ocorre abruptamente e € causada, principalmente, por espasmos da
musculatura lisa brénquica e recrutamento de leucdcitos. A resposta tardia esta intimamente
associada a congestdo, producdo de muco e hiperreatividade brénquica. Alteracdes ocorridas
na microcirculacdo brénquica, com ruptura da parede vascular, e transducdo plasmatica,
acentuam o eedma e o estreitamento das vias aéreas (TODO-BOM; PINTO, 2006; RANG;
DALE, 2012; HOLGATE et al., 2015). Na asma cronica, o quadro inflamatdrio ocorre em
processo ciclico e continuo de agressdo e o reparo das lesdes pode levar a alteracdes
estruturais irreversiveis, sem o remodelamento das vias aéreas (COVAR et al., 2010).

O envolvimento de diversas células no desencadeamento da doenca,
principalmente eosinéfilos, mastocitos e células T tém sido reconhecidos ha muito tempo. No
entanto, os neutrdfilos tiveram um papel central reconhecido na iniciacdo e desenvolvimento
da cascata inflamatoria que levam as exacerbacdes da doenga (BUSSE, 2017).

Pacientes com asma grave ndo apresentam apenas uma exacerbacdo do processo
de hiperresponsividade das vias aéreas, mas também neutrofilia e aumento na producéo da IL-
17 (CHAKIR et al., 2003; AL-RAMLI et al., 2009). Outro mecanismo envolvido na
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patogénesa da asma severa € a participacdo da IL-9, principalmente devido ao fato dessa
citocina ser importante para o crescimento de vérios tipos celulares envolvidos na asma
(SANTOS et al., 2007; NEILL; MCKENZIE, 2010).

Neutrofilos ativados podem liberar enzimas como a elastase e mieloperoxidase
(MPO), contribuindo para o0 agravamento da asma. As espécies reativas de oxigénio (EROSs)
provenientes dessas células estdo envolvidas na inducdo de inflamacdo em células epiteliais
causando lesdes teciduais. Essas EROs podem ainda interagir com nitrito (NO;) e o peroxido
de hidrogénio (H.0,), levando a formacdo de espécies reativas de nitrogénio (ERNs) cuja
presenca nas vias aéreas tem sido correlacionada com a gravidade da asma (TSUCHIYA et
al., 2012; KUMARI; DASH; SINGH, 2015).

Figura 4 - Fisiopatologia da asma e suas complexas interagdes celulares.
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Sdo conhecidas duas abordagens fundamentais no tratamento da asma, a
supressdo do fator causal (alérgeno) e o emprego de terapia medicamentosa. Os
broncodilatadores e os anti-inflamatorios s@o as duas principais categorias de farmacos
utilizados no tratamento da asma. Atualmente, hd uma nova classe de substancias sendo
empregada no tratamento da asma, os inibidores da enzima fosfodiesterase 4, que apresentam
atividade antiinflamatoria e broncodilatadora a0 mesmo tempo (CORREA; MELO; COSTA,
2008; SOUSA, 2011).
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Dentre 0s medicamentos pertencentes a classe dos anti-inflamatérios, 0s
comumente usados na asma sdo os corticoides, administrados por via inalatoria, apresentam
otimos resultados e possuem baixa biodisponibilidade, causando, assim, pouco ou gquase
nenhum efeito sisttmico; as cromonas, como o nedocromil e cromoglicato, inibidores da
degranulagdo dos mastocitos, empregados principalmente na asma leve; e os antagonistas dos
leucotrienos, os quais podem ser administrados em associacdo com os corticoides inalados,
pois quando ministrados isoladamente ndo controlam a doenca (MOURA; CAMARGOS;
BLIC, 2002; BHARADWAJ; AGRAWAL, 2004; COMISSAO DE ASMA DA SBPT, 2012;
KUMARI; DASH; SINGH, 2015).

Na maioria das vezes, o tratamento com corticosteroides inalados por individuos
asmaticos € bastante eficaz, reduzindo a inflamacéao, a obstrucdo e a hiperreponsividade das
vias aéreas. Entretanto, um grupo reduzido de pacientes (cerca de 5 a 10%) pode néo
apresentar reversibilidade total dos sintomas mesmo com o uso regular desse tipo de
medicacdo até quando associado a broncodilatores ou a antileucotrienos. Assim, outras
medidas terapéuticas sdo necessarias para o controle da doenca nesse grupo como, por
exemplo, o uso de corticoides por via oral. Esses individuos cursam com limitacdo de
atividades diérias, piora da qualidade de vida e maior risco de exacerbacBes graves o que
aumenta o risco de mortalidade por asma. Apesar de representarem uma pequena parte dos
pacientes asmaticos, estes causam 0 maior impacto em termos econémicos e de uso de
recursos médicos e hospitalares (PETERS et al., 2006; MAUAD; BEL; STERK, 2007).

Como visto, os glicocorticoides sdo os farmacos mais eficazes para o tratamento
da asma e a sua administracdo por via oral é Gltima alternativa em casos de exacerbacdes, no
entanto foi proposto que a neutrofilia das vias aéreas observada na asma exacerbada possa ser
devido ao tratamento com esse tipo de farmaco, pois estes promovem a sobrevivéncia de
neutréfilos por inibicdo da apoptose (NGUYEN et al., 2005). Em consequéncia, no decorrer
da asma exacerbada a presenca de neutréfilos relaciona-se com a ineficiéncia do tratamento
com esses medicamentos.

Poucos trabalhos demonstram modelos de asma exacerbada devido a uma série de
variaveis entre locais distintos, uma vez que nem sempre os modelos disponiveis sdo
reprodutiveis (KUMARI; DASH; SINGH, 2015; AMARAL, 2017).

Modelos animais sdo amplamente utilizados para elucidar a fisiopatogenia de
doencas humanas, bem como para avaliar novos alvos terapéuticos. Dentre 0s animais
experimentais empregados nos modelos de asma, os camundongos sédo os mais utilizados por

apresentarem uma resposta alérgica que se assemelha, em certos aspectos, a asma humana,
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incluindo as respostas de fase aguda e de fase tardia e a hiperresponsividade brénquica. O
modelo experimental de indugdo de asma com ovalbumina (OVA) em camundongos BALB/c
¢ um dos mais empregados no meio cientifico. Animais da linhagem BALB/c s&o
geneticamente conhecidos pelo desenvolvimento de resposta predominantemente Tp2
(BRAUN; TSCHERNIG, 2006; CONEJERO et al., 2007).

Quando OVA ¢ administrada em condicBes e intervalos adequados, leva ao
desencadeamento de varios sintomas da asma como intenso infiltrado de células inflamatorias
no pulméo, liberacdo de mediadores inflamatorios, producdo exacerbada de muco e citocinas
do perfil T,2 (FACINCONE et al., 1997).

Na exacerbacdo do quadro asmatico, a exposicdo ao lipolissacarideo (LPS),
componente estrutural da membrana externa de bactérias gram-negativas, € um importante
fator de risco (THORNE et al., 2005). Doses elevadas de LPS induzem eosinofilia e
neutrofilia nas vias aéreas e uma resposta de tipo T,1 aumentada (EISENBARTH et al., 2002;
DONG et al., 2009).

Em virtude da complexa fisiopatologia da asma e sendo essa uma doenca de
dificil controle, a busca por novas alternativas terapéuticas é incessante. Nesse contexto, a
pesquisa de farmacos provenientes de plantas medicinais que combinem as atividades anti-
inflamatoria, antioxidante e relaxante muscular e que possam causar menos efeitos

indesejaveis em relacdo a terapéutica atual torna-se atrativa (BASTOS, 2009).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A asma é uma doenca cronica inflamatoria que afeta cerca de 18% da populacéo
mundial, um dos aspectos criticos da doenca sdo as exacerbagdes, caracterizadas
principalmente por um perfil de resposta inflamatoria onde os linfécitos Th2, Thl7 e
neutrofilos tém um papel importante. Além disso, a farmacoterapia para o tratamento da asma
disponivel ainda apresenta dificuldades, principalmente no que se refere aos graves efeitos
colaterais a ocorréncia de pacientes refratarios a terapia (BARNES, 2010), em especial
aqueles com resisténcia a terapia com corticoides. Diante dessa realidade, evidencia-se a
importancia de pesquisas para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento dessa
patologia, sobretudo a asma exacerbada. Nesse contexto, sendo as plantas medicinais, em
especial Justicia pectoralis tem se mostrado como uma fonte em potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da asma.

Justicia pectoralis (Acanthaceae), conhecida popularmente como chamba, € uma
espécie tradicionalmente empregada no tratamento da asma, presente no programa Farmacia
Viva, na RENISUS e no Formulério de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL
2010; 2012 b; 2012c). Estudos farmacol6gicos, a maioria realizados pelo nosso grupo de
pesquisa, tém mostrado que pelo menos parte das atividades anti-inflamatoria e
broncodilatadora do chambd estd relacionada a presenca de cumarina e umbeliferona na
planta (LINO, 1995; LINO et al., 1997; LEAL et al., 2000; NOBRE et al., 2006; FONSECA,
2009). Estudos clinicos preliminares utilizando xaropes produzidos a partir de J. pectoralis
demonstraram melhora do quadro obstrutivo das vias aéreas de pacientes com asma leve, bem
como da expectoracdo sem causar toxicidade ou efeitos adversos (NOBRE et al., 2006;
LINHARES, 2012; NASCIMENTO, 2018).

Diante do potencial farmacoldgico de J. pectoralis, torna-se oportuno prosseguir o
desenvolvimento de um fitoproduto padronizado a partir dessa espécie, incluindo a avaliacdo

da sua eficacia terapéutica para o tratamento da asma.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Desenvolver extrato microparticulado padronizado de Justicia pectoralis Jacq.
var. stenophylla (chambd) e investigar seu efeito anti-inflamatorio em modelo experimental

de asma exarcebada.
3.2 Especifico

= Aprimorar o método analitico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
detector de arranjo diodo (CLAE-DAD) para determinagdo do teor dos marcadores
quimicos (cumarina e umbeliferona) em fitoprodutos de Justicia pectoralis;

= Estabelecer parametros para o controle de qualidade da droga vegetal através da
investigacdo da possivel variacdo sazonal da droga vegetal, monitorada pelo teor de
marcadores quimicos, bem como caracterizacdo anatomica das folhas de Justicia
pectoralis;

= Otimizar o método de producdo dos extratos liquido e seco (Spray drying - com
auxilio de planejamento fatorial 2%) monitorado pelo teor de marcadores (CLAE-
DAD) e rendimento do produto;

» Realizar caracterizacdo fisico-quimica e morfoldgica do extrato microparticulado de
Justicia pectoralis, incluindo analise por CLAE-DAD e microscopia eletrénica de
varredura (MEV);

= Prosseguir estudo cromatografico (CLAE-DAD) do extrato microencapsuldado,
visando a identificacdo de um novo marcador quimico para o controle de qualidade de
fitoprodutos derivados de Justicia pectoralis.

= Formular fitoterapico (xarope) a partir do extrato seco padronizado de Justicia
pectoralis.

» Realizar avaliagéo da citotoxicidade em cultura priméria de neutréfilos do extrato seco
microencapsuldado de Justicia pectoralis;

= Avaliar a atividade anti-inflamatéria do extrato microencapsuldado de Justicia

pectoralis em modelo experimental de asma exacerbada em camundongos BALB/c.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais
4.1.1 Material vegetal

Foram utilizadas as partes aéreas de Justicia pectoralis cultivadas no Nucleo de
Ensino e Pesquisa em Agricultura Urbana (NEPAU), Departamento de Fitotecnia, Centro de
Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Ceara (UFC), sob a coordenacdo do prof. Dr.
Antbnio Marcos Esmeraldo Bezerra. Exsicata da espécie (n° 16079) encontra-se depositada
no Herbario Prisco Bezerra, Departamento de Biologia, Universidade Federal do Ceara.

Autorizacdo de acesso ao patrimonio genético n° processo 010418/2014-8 (CNPq).

4.1.2 Aspectos éticos

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana (CEP) da
Universidade Federal do Cear, sob o parecer de n° 1.757.792 e pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal (CEPA), também da Universidade Federal do Ceara, sob o protocolo de n°
46/12, segundo os principios éeticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA).

4.1.3 Material biologico

No presente estudo, utilizou-se um subproduto rico em leucdcitos
polimorfonucleares, obtido a partir de sangue humano de doadores saudaveis, gentilmente
cedido pelo Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE).

4.1.4 Animais experimentais

Camundongos fémeas BALB/c (25-30 g) com 6-8 semanas, provenientes do
Biotério Central da Universidade de Campinas (UNICAMP), foram mantidos em periodos de
claro/escuro de 12 h para ambientagdo e aclimatacéo, sendo a estes animais fornecido agua e

racdo ad libitum.



46

4.1.5 Drogas, reagentes e substancias quimicas de referéncia

Acetonitrila grau CLAE (Tédia; JT Baker, EUA); alcool etilico comercial
absoluto; Triton X-100, dimetilsulfoxido (DMSO), cumarina e 7-hidroxicumarina (Sigma,
EUA); Kit LDH Liquirform (Labtest, Brasil); acido acético acetato de amonio (Dinamica,
Brasil).

4.1.6 Equipamentos

Balanca acoplada a sistema de secagem por irradiacdo infravermelha (Marte,
Brasil); balanca analitica com precisdo de 0,1 mg (A&D Company, Japdo); cromatografo
liquido de alta eficiéncia - CLAE (Waters 2695) acoplado a detector de arranjo de diodos -
DAD (Waters 2996), injetor automatico e forno para coluna (Waters, EUA) e software
Empower (Waters, EUA); estufa com renovacéo e circulacdo de ar (Tecnal, Brasil); estufa de
secagem e esterilizacdo (Olidef cz, Linea, Brasil); evaporador rotatério (Heidolph, Laborota
4000, Alemanha); forno mufla (Quimis, Brasil); sistema esepctrofotométrico de microplacas
(Synergy HT, Biosystems, Brasil); placa aquecedora (Quimis, Brasil); moinho de facas (MA
048, Marconi, Brasil); percolador (Permution, Brasil); phmetro (HI 221, Hanna instruments,
EUA); purificador de agua milli-Q (Millipore, EUA); sistema de filtracdo a vacuo (Milipore,
EUA); sonicador (Unique, Brasil); tamisador (Granulotest, Brasil); microscopio &ptico
(Olympus Optical® CX41, Brasil); agitador magnético (Fisaton, Brasil); microscopio
eletrénico Inpect-50 FEI.

4.1.7 Outros materiais

Coluna cromatografica Waters C18 250 x 4,6 mm, 5 um (Waters, EUA); pré-
coluna C8, 5 um com 4,0 x 3,0 mm de dimensdes (Phenomenex, EUA); vidrarias
volumétricas com certificado de calibracdo individual; vidrarias e reagentes de uso comum no
laboratorio; pipetadores automaticos de volume regulavel (Gilson, Franca); filtro para seringa
PVDF com 25 mm de didametro e porosidade 0,45um (Millipore, EUA); filtro de membrana
PVDF com 47 mm de diametro e porosidade 0,45um (Millipore, EUA).
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4.2 Métodos

Figura 5 - Planejamento dos estudos farmacéuticos e biologicos de Justicia pectoralis.

Justicia pectoralis
Estudo Farmacéutico Estudos Pré-Clinicos
Validagao de Citotoxicidade em neutrdfilo
metodologia analitica humano (LDH e MTT)
CLAE/DAD

Modelo experimental da asma

Autenticidade exacerbada

Sazonalidade/

Periodo de
colheita Atividade anti-
inflamatoria
Otimizag&o do extrato
padronizado | |
I Avaliagao Contagem de | MPO |
Histopatologica leucdcitos

Extrato Extrato
Liquido Seco

Fonte: elaborada pelo autor.

4.2.1 Otimizacao e validacao de metodologia analitica por CLAE-DAD para dosagem de

marcadores quimicos em droga vegetal e produtos derivados de Justicia pectoralis

O método analitico a ser empregado em analises de determinacdo e quantificacdo
de CUM e UMB foi otimizado a partir de métodos previamente desenvolvidos em nosso
laboratério (FONSECA, 2009), sendo, em seguida, validado segundo orientacdes de agéncias
regulatérias (BRASIL, 2017; ICH, 2005).

4.2.1.1 Especificidade

Especificidade é a capacidade que o método possui para medir exatamente um
composto na presenca de outros componentes, sendo considerado especifico quando produz
resposta para uma Unica substancia de interesse (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004).
Foram injetadas, separadamente, aliquotas de 20 pL da fase movel, solucdes padrédo (CM 0,3
mg/mL e UMB 0,03 mg/mL) ou extrato hidroalcoolico (20% de etanol em agua) da parte
aérea de J. pectoralis, em triplicata, a fim de demonstrar que ndo ha interferéncia do diluente

e dos demais componentes da amostra na identificacao e quantificacdo dos marcadores.
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4.2.1.2 Linearidade e faixa de trabalho

A linearidade do presente método foi determinada com emprego das solucGes
padrdo de UMB e CM. Os dados para comprovacdo da linearidade foram obtidos
empregando-se o calculo de regressao linear pelo método dos quadrados minimos. Também
se determinou o coeficiente de correlacdo e o desvio padrdo relativo. Segundo a RE
899/ANVISA (BRASIL, 2003), o coeficiente de correcdo linear deve ser no minimo 0,99.
Contudo, para extratos vegetais e fitoterapicos o valor do coeficiente de correlacdo para
aceitacdo da curva de calibracdo deve ser igual ou superior a 0,98 (BRASIL, 2015).

Para determinacdo quantitativa do analito em matérias-primas ou em formas
farmacéuticas, a faixa de trabalho deve estar entre 80 e 120% da concentracdo teérica do teste
(BRASIL, 2017). A escolha da faixa de 70 a 130% da concentracdo de trabalho visou
abranger amplamente uma possivel variabilidade do teor de compostos fendlicos no extrato. A
curva padrdo de UMB foi construida com emprego de 7 (sete) concentracdes (0,021 - 0,039
mg/mL), preparada por diluicGes, em triplicata, de aliquotas de uma solucdo padrdo estoque
(0,5 mg/mL), medidos com auxilio de um pipetador de volume variavel calibrado, conforme

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Concentracdes e volumes de umbeliferona empregados na construcdo da curva
padrdo por CLAE-DAD.

- Solucéo padrdo | Fase movel g.s.p. Umbeliferona Concentracédo
aldo
(mL) (mL) (mg/mL) (%)
1 0,420 10 0,021 70
2 0,480 10 0,024 80
3 0,540 10 0,027 90
4 0,600 10 0,030 100
5 0,660 10 0,033 110
6 0,720 10 0,036 20
7 0,780 10 0,039 130

SPE: Solucgéo padrdo de umbeliferona preparada a 0,5 mg/mL.

A curva padrdo de CM foi construida com emprego de 7 (sete) concentracoes
(0,21 - 0,39 mg/mL), preparada por diluicdes, em triplicata, de aliquotas de uma solucéo
padrdo estoque (5 mg/mL), medidos com auxilio de um pipetador de volume variavel
calibrado, conforme apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Concentragdes e volumes de cumarina empregados na construcdo da curva padrao
por CLAE-DAD.

- Solucdo padrdo | Fase mével g.s.p. | Cumarina Concentracéo
alao
(m/L) (mL) (mg/mL) (%)
1 0,420 10 0,21 70
2 0,480 10 0,24 80
3 0,540 10 0,27 90
4 0,600 10 0,30 100
5 0,660 10 0,33 110
6 0,720 10 0,36 20
7 0,780 10 0,39 130

SPE: Solucéo padrao de cumarina preparada a 5 mg/mL.

4.2.1.3 Precisao

A precisdo é avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (BRASIL, 2017). Os ensaios
para a determinacdo da precisdo do método analitico foram realizados pelo estudo da
repetibilidade e da precisao intermediaria.

A precisdo por repetibilidade foi avaliada por 6 (seis) injecGes repetidas de uma
mesma solucdo amostra, extrato hidroalcoolico de J. pectoralis, em concentracdo de 100% do
valor da curva padrdo, preparada sob as mesmas condi¢cBes (mesmo analista e mesma
instrumentacao).

A precisdo foi avaliada a partir da concordéancia dos resultados obtidos em trés
séries de seis amostras, extrato hidroalcoolico de J. pectoralis, em concentracdo de 100% do
valor da curva padrdo, sendo determinada em um mesmo dia por analistas diferentes (intra-
dia) e em dias diferentes (inter-dias).

Os valores de areas obtidos serdo usados para calcular o valor médio das areas, o
desvio padrdo (DP) e o desvio padrdo relativo (DPR%), o qual ndo deve ser superior a 5%
(BRASIL, 2017).

4.2.1.4 Exatidao

A exatiddo é expressa pela relacdo entre a concentragdo média determinada
experimentalmente e a concentracao tedrica correspondente. Pode também se referir & taxa de

recuperacgdo do analito adicionado a matriz do produto (BRASIL, 2017).
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Esta foi avaliada contemplando o intervalo linear do método, através da adigdo de
quantidades conhecidas do padrdo de UMB e CM na solugdo amostra do extrato, de forma a
obter solugbes com concentracdes equivalentes a 70, 100 e 130% do valor esperado. As
amostras foram preparadas sob as mesmas condicdes, em triplicata, conforme a Tabela 3 e 4.
Os valores de area dos picos foram usados para calcular o valor médio das concentraces,
taxa de recuperacéo, desvio padrdo (DP) e desvio padrdo relativo (DPR).

Tabela 3 - Preparo das solugdes para o ensaio de exatiddo do método analitico por CLAE-
DAD: umbeliferona.

Concentracdo | Volume (mL) da | Volume (mL) da | Fase movel Umbeliferona
(%) da SAE (50 %) | SPE (5,0 mg/mL) | g.s.p. (mL) (mg/mL)
70 0,790 0,060 10 0,021
100 0,790 0,150 10 0,030
130 0,790 0,240 10 0,039

SAE (solucdo amostra estoque) a 50% possui 0,015 mg/mL de umbeliferona em extrato
hidroalcoolico de J. pectoralis. SPE:solucdo padréo estoque.

Tabela 4 - Preparo das solugbes para o ensaio de exatiddo do método analitico por CLAE-

DAD: cumarina.

Concentracdo | Volume (mL) da | Volume (mL) da | Fase movel Cumarina
(%) da SAE (50 %) | SPE (5,0 mg/mL) | g.s.p. (mL) (mg/mL)
70 0,790 0,600 10 0,21
100 0,790 1,500 10 0,30
130 0,790 2,400 10 0,39

A SAE (solucdo amostra estoque) a 50% possui 0,15 mg/mL de cumarina extrato
hidroalcoolico de J. pectoralis. SPE: solucéo padrdo estoque.

4.2.1.5 Robustez

A robustez mede a sensibilidade que um método apresenta face a minimas
variacdes, sendo considerado robusto quando ele ndo é afetado por uma pequena e deliberada
modificacdo em seus pardmetros (BRASIL, 2017). Dessa forma, a robustez do método
empregado para quantificacdo de UMB e CM em produtos derivados de J. pectoralis foi

investigada por variag@es no fluxo, na temperatura do forno da coluna e no pH da fase movel.

4.2.2 Determinacgdo de parametros boténicos para o controle de qualidade das folhas de

Justicia pectoralis
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Para analise da anatomia foliar, fragmentos da regido mediana do limbo de folhas
completamente expandidas de trés espécimes, coletados aleatoriamente no NEPAU/UFC,
foram fixados em solucédo de paraformaldeido 4%, glutaraldeido 1% e tampéo fosfato pH 7,2
(KARNOVSKY, 1965), desidratados em série etilica crescente (10% até 100%), incluidos e
emblocados em historresina (Leica®) e seccionados em micrétomo automatico. As seccdes, de
5 um assim obtidas, foram dispostas em laminas histoldgicas, coradas em azul de astra e
safranina 9:1 (BUKATSCH, 1972). Posteriormente, as laminas permanentes foram montadas
em resina sintética (Entellan®). Os resultados foram analisados em microscépio éptico (Leica
DM4000 B LED).

4.2.3 Determinacdo do tempo de colheita e avaliagdo da sazonalidade de Justicia

pectoralis monitorado pelo teor de cumarina e umbeliferona

Apbs 1, 2, 3 ou 4 meses de cultivo, os teores de ativos (CM e UMB) na parte
aérea de J. pectralis foram determinados por CLAE-DAD com emprego de método analitico
validado, conforme descrito no item 4.2.1. A partir da escolha do tempo de cultivo, foi
realizada investigacdo da sazonalidade das partes aéreas, sendo os teores de CM e UMB
acompanhados durante doze meses. Para realizacdo das analises cromatogréaficas, foram
utilizadas solucdes extrativas hidroalcoolicas de J. pectoralis produzidas conforme
metodologia previamente desenvolvida em nosso laboratério (FONSECA, 2009).

4.2.4 Otimizacdo do método de extracdo a partir de Justicia pectoralis

Foram investigados cinco métodos extrativos em comparacdo ao desenvolvido
anteriormente por Fonseca (2009): maceracao (6 e 24 h), maceracdo (6 h) com esgotamento
da droga vegetal, extrator de Soxhlet (6 h) e turbolise (10 min). A realizacdo dos ensaios teve
por finalidade obter um método simples, com baixo custo, empregando menor tempo de
extracdo e tecnologia agregada. Para tal, além de diferentes métodos extrativos, foi
investigada a influéncia de variaveis no processo como teor de etanol no solvente extrator,
agitacdo, proporcdo entre droga e liquido extrator e emprego da percolacdo como etapa
agregada. As solucdes tiveram os teores de CM e UMB expressos em mg/g de droga vegetal e
guantificados conforme metodologia previamente validada e descrita no item 4.2.1.

No método extrativo maceracdo (6 h) com esgotamento da droga vegetal, a droga
vegetal foi macerada por 6 h, sendo em seguida coletado o volume equivalente a 80% do
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volume final. Logo ap6s, foi realizado o esgotamento, onde a solugdo extrativa resultante sera
evaporada até o valor de 20% do volume final para ser adicionado aos 80% previamente

reservado.

4.2.5 Otimizacdo do extrato microparticulado de Justicia pectoralis produzido por
spray drying

Com base em estudos anteriores desenvolvidos por nosso laboratorio (FONSECA,
2009; ARARUNA, 2013), realizou-se uma avaliacdo preliminar em estufa para escolha do
adjuvante de secagem, sendo empregado dioxido de silicio coloidal e celulose microcristalina
em propor¢des de 10 a 30% entre massa de residuo seco do extrato e massa de excipiente
(TABELA 5). As dispersdes (extrato com excipiente) foram agitadas durante 15 min em
agitador magnético e transferidas para placas de Petri de modo a formar uma fina camada
sobre a superficie das mesmas, sendo, mantidas em estufa a 60 °C por 1 h (PEIXOTO, 2005).

Tabela 5 - Distribuig@o percentual dos adjuvantes de secagem empregados na preparacdo do
extrato microparticulado de Justicia pectoralis.

Placa | Didxido de Silicio Coloidal (%) | Celulose Microcristalina (%0)
A 30 -
B 20 -
C 15 -
D 10 -
E 10 10
F 5 5
G 5 15
H 15 5

A distribuicdo nominal das placas em letras se refere a sequéncia apresentada na figura 14.

Na otimizacdo do método de producdo do extrato seco, empregou-se um
planejamento fatorial 2° com ponto central para o estudo das variaveis do processo extrativo:
fluxo de alimentacdo (L/h), temperatura do ar de entrada (° C) e didmetro do bico
nebulizador/atomizador (TABELA 6). O fluxo de ar foi de 40 L/min para todos os
experimentos. A Tabela 7 mostra a combinacdo final dos fatores e niveis estudados. A
resposta do processo de secagem foi definida pelo teor de marcadores (CM e UMB)
determinados por CLAE-DAD, conforme metodologia analitica descrita no item 4.2.1. Os
resultados foram analisados para definir a influéncia das variaveis no processo extrativo,

sendo consideradas significativas as interagdes com p < 0,05.
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Tabela 6 - Fatores e niveis utilizados para avaliar o processo de producdo do extrato
microparticulado de Justicia pectoralis.

Nivel
rator Q © )
Temperatura de entrada do ar de secagem (°C) 80 95 110
Fluxo de alimentacdo (L/h) 0,3 0,6 0,9
Bico atomizador (mm) 0,7 1,0 1,3

Tabela 7 - Planejamento fatorial 2% para padronizacéo do processo de producéo do extrato
microparticulado de Justicia pectoralis.

Condicio Temperatura Fluxo de alimentacéo Bico atomizador
(°C) (L/h) (mm)
1 80 0,3 0,7
2 80 0,9 0,7
3 110 0,3 0,7
4 110 0,9 0,7
5 80 0,3 13
6 80 0,9 1,3
7 110 0,3 1,3
8 110 0,9 13
9 95 0,6 1,0

4.2.6 Caracterizagdo do extrato microparticulado padronizado de Justicia pectoralis
produzido por spray drying

4.2.6.1 Densidade Bruta e de Compactaco, Fator de Hausner e indice de Carr

A densidade bruta foi obtida a partir de uma massa de extrato seco de J. pectoralis
adicionada em uma proveta de 10 mL limpa e seca, de modo que a relacdo entre o0 volume e a
massa de pé constituia a densidade aparente. A proveta foi acoplada a um sistema de agitacdo
de peneiras, sendo submetida a vibracdo intermediaria (nivel 4) por 1 min e em agitacdo
méaxima até que ndo houvesse variacdo no volume. A densidade de compactacao foi calculada
através da relacdo entre o volume ocupado pelo pé depois da compactacdo e a massa de po

adicionada a proveta (GUYOT, 1995), de acordor com as equacdes abaixo:
Ma
db = — 3
5 Equacéo 1
Ma

Ve

dc = Equagdo 2
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Onde db e dc é a densidade bruta e de compactacdo, respectivamente, Ma é a massa de extrato
seco, Vb e Vc é o volume ocupado pela massa de extrato seco antes e depois da compactacéo,
respectivamente.

O fator de Hausner (FH) foi obtido através do quociente entre as densidades de
compactacdo e aparente do material avaliado. Ja o indice de Carr (IC) foi calculado a partir da
densidade aparente e de compactacdo de acordo com a equacgédo abaixo (HAUSNER, 1967;
WELLS, 1988).

dc
FH=— 3
= Equacéo 3
de—db
IC = cdc %100 Equacéo 4

Onde db e dc é a densidade bruta e de compactacéo, respectivamente.

4.2.6.2 Angulo de repouso

Determinou-se o angulo de repouso (a) vertendo uma massa pré-definida de
extrato seco através de um funil localizado a uma altura fixa sobre uma superficie horizontal
plana contendo papel milimétrico. Através da razdo entre a altura (h) e do diametro (d) do

cone, pode-se calcular o angulo de repouso (o) (VIANA, 2006).

4.2.6.3 Determinacdo da umidade residual

A umidade residual foi determinada por método gravimétrico, utilizando-se estufa
a 105 °C conforme metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira 52 Ed. (2010).

4.2.6.3 Higroscopicidade

Para realizacdo do ensaio, um grama (1 g) de trés amostras distintas do extrato
seco de J. pectoralis foi pesado em recipiente aberto, seco, previamente tarado e armazenados
em dessecador hermeticamente fechado, contendo uma solucdo saturada de hidroxido de
potassio (KOH), cloreto de magnésio (MgCl,) e cloreto de sédio (NaCl) para proporcionar
umidade de 8, 32,5 e 75% de umidade relativa (UR), respectivamente, sob 25°C. Apos 1, 2, 4,
6, 8, 10, 12 e 14 dias de exposi¢do, o teor de umidade das amostras foi determinado
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gravimetricamente. A diferenca de peso inicial e final foi considerada como a umidade
absorvida pelas amostras (CALLAHAN, 1982).

4.2.6.4 Dosagem dos marcadores quimicos por CLAE-DAD

A gquantificacdo simultanea de CM e UMB no extrato seco de J. pectoralis foi
determinada de acordo com o método previamente validado conforme descricdo no item
4.2.1.

4.2.6.5 Rendimento do processo de secagem

O rendimento de secagem foi avaliado ao final do processo através da razao entre
a massa do produto recuperado e a massa de extrato inicialmente introduzida no sistema,
sendo expressa pela seguinte equacdo (LEON-MARTINEZ et al., 2010):

- W 2—-Wi1)—Xwb(W2-W1)
M- Ts

x100 Equagéo 5
Onde y é o rendimento do p6 (%), Xwb é o teor de umidade na base Umida (wb), Mv é o
volume de alimentacdo de extrato (L), Ts é o teor de solidos totais (g residuo seco/L), W; e

W, sdo 0 peso (g) do receptaculo de pé antes e depois da secagem, respectivamente.

4.2.6.6 Caracterizacdo morfolégica

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para avaliar as
caracteristicas morfoldgicas do extrato seco obtido a partir de J. pectoralis. A amostra foi
fixada em esbocos de aluminio com fita dupla face e ouro revestido por pulverizacdo, sendo
examinada através de microscépio Tescan (Modelo XMU, VEGA 1) sob tensdo de aceleracao
de 30 kV a uma distancia de trabalho de 15 mm.

4.2.7 Preparacdo e andlise do teor de marcadores de fitoterapico para uso oral a partir

do extrato seco microparticulado padronizado de Justicia pectoralis

O xarope de chamb& foi preparado a partir da adicdo de 750 mg do extrato

microparticulado padronizado de J. pectoralis (ESPJP) a 100 mL de xaope simples preparado
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de acordo com o formulario nacional da farmacopeia brasileira (BRASIL, 2012c). A
quantificacdo simultanea de CM e UMB no xarope foi determinada de acordo com o método

previamente validado conforme descricdo no item 4.2.1.

4.2.8 Estudo cromatogréafico (CLAE-DAD) do extrato microencapsuldado visando a
identificagdo de um novo marcador quimico para o controle de qualidade de produtos

derivados de Justicia pectoralis

O estudo foi realizado em nosso laboratorio em parceria com 0 CENAUREMN
(Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear) e a EMBRAPA
(Emprea Brasileira de Pesquisa e Agropecudria). Inicialemnte, o equivalente a 250 mg de
ESPJP foi pesado e transferido para um baldo de 25 mL, sendo diluido em solucéo
hidroalcoolica e filtrado através de uma membrana de poro de 0,45 um. A solucédo foi entéo
submetida a um processo de clean up por extracdo em fase solida, empregando-se cartucho de
silica C18 que foi inicialmente condicionada com 20 mL de &gua ultra pura. Ao fim do
processo, uma solucdo contendo ESPJP (10 mg/mL) foi introduzida no cartucho e eluido com
20 mL de metanol 30% por vazdo gravitacional em quatro ciclos. A solucdo resultante foi
filtrada com auxilio de filtro para seringa PVDF com 25 mm de didmetro e porosidade
0,45um (Millipore, EUA).

A solucdo final obtida passou por analises sucessivas por CLAE-DAD com
coluna semi-preparativa, empregando diversos métodos os quais variavam a propor¢do de
fase movel (metanol e agua), até boa separacdo entre os picos. A substancia majoritaria
(Fragdo JPP) foi coletada, concentrada em rotaevaporador e submetida a elucidacdo estrutural
por espectrometia de massa (UPLC/QToF-MS, Waters) e analise por ressonancia magnética
nuclear (RMN) de carbono e hidrogénio (Bruker DPX-300).

4.2.9 Avaliagdo pré-clinica do extrato seco microparticulado padronizado de Justicia
pectoralis

4.2.9.1 Avaliagdo da citotoxicidade em cultura primaria de neutrofilos humano

O potencial citotoxico in vitro do ESPJP em neutréfilos humano foi investigado
através da determinagdo da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) e da producéo

do sal de formazan no teste do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazolio).



57

Para a realizacdo dos ensaios, o isolamento de células polimorfonucleares,
predominantemente neutrofilos, foi realizado a partir de sangue humano conforme
metodologia descrita por Lucisano e Mantovani (1984). O sangue foi centrifugado, o plasma
desprezado e o soro lavado diversas vezes com solucdo salina, utilizando gelatina 2,5% (p/v)
para formar um gradiente de separa¢do dos compostos sanguineos.

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de excluséo por Azul de Tripan,
corante que se incorpora as células nédo viaveis, devido a ocorréncia de lesdes na membrana
plasmatica. A populacdo de células (2,5 x 10° células/mL), predominantemente neutréfilos

(85 + 5%), apresentou viabilidade celular média de 95%.

= Atividade da enzima Lactato Desidrogenase (LDH)

A LDH ¢é uma enzima citosolica cuja detec¢do no fluido extracelular é indicativo
de morte ou perda da integridade celular, sendo também responsavel pela conversdo do
piruvato a lactato na presenca de NADH. O ensaio foi realizado utilizando-se o Kit LDH
Liquiform (Labtest®), que se baseia em uma medida espectrofotométrica (340 nm) do
consumo de NADH durante a acdo catalitica da LDH o qual reduz o piruvato a lactato.

Neutréfilos (2,5 x 10° células/mL) foram incubados por 15 min a 37 °C, com
concentracdes crescentes do ESPJP (1; 10; 25; 50 e 100 pg/mL), DMSO (1%, controle),
HBSS (células ndo tratadas) ou Triton X-100 (0,2%, padrdo citotoxico). Logo apds, todos os
tubos reacionais foram centrifugados a 755 x g por 10 min, a temperatura de 4 °C. Os
sobrenadantes foram transferidos para outros tubos e mantidos em banho de gelo. Aliquotas
de 250 pL de substrato foram pré-incubadas por 3 min a 37 °C. Adicionou-se 25 pL da
amostra de sobrenadante, homogeneizou-se a mistura e realizou-se a leitura da absorvancia
(340 nm) nos tempos 1 e 3 min a 37° C em espectrofotdmetro. Os experimentos foram
realizados em triplicata e repetidos em trés diferentes dias. A atividade da enzima LDH nas

amostras foi calculada seguindo-se as especifica¢fes do fabricante:
A= [(A;_A;)J x 1746,03 Equacio 6
2

Onde: A = atividade da LDH na amostra, em U/mL; A; = absorvancia inicial (1 min) em 340
nm; A, = absorvancia final (3 min) em 340 nm e 1746,03 = fator estipulado pelo fabricante

para volume de amostra de 25 pL.
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= Teste do MTT

O ensaio do MTT (MOSMANN, 1983) é um método colorimétrico que se baseia
no fato deste sal (brometo de 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio), de coloracéo
amarela, ser reduzido a outro sal, o Formazan, de coloracdo roxa. A redugcdo do MTT é
catalisada pelo sistema enzimatico succinato-tetrazol redutase, integrante da cadeia
respiratoria mitocondrial. Desta forma, a atividade desta enzima reflete a funcionalidade
metabdlica das mitocéndrias, sendo a auséncia da reducdo do MTT um indicativo de
diminuicdo da viabilidade celular.

Neutréfilos (2,5 x 10° células/mL) foram incubados em placa de 96 pocos em
atmosfera de CO,, por 30 min a 37 °C com concentragdes crescentes do ESPJP (1; 10; 25; 50
e 100 pg/mL), DMSO (1%, controle), HBSS (células ndo tratadas) ou Triton X-100 (0,2%,
padrdo citotdxico). Decorrido esse periodo, a placa foi centrifugada a 2000 rpm por 15 min a
25 °C. O sobrenadante foi descartado e incubou-se uma nova solugao (200 uL) contento MTT
10%, sendo novamente incubada por mais 3 h. Por fim, a placa foi centrifugada nas mesmas
condi¢des, o sobrenadante foi descartado e entdo adicionado 150 pLL de DMSO para a lise das
células e solubilizacdo do formazan. A placa foi agitada por 15 min com o auxilio de um
agitador de placas. A leitura da absorvancia (540 nm) foi realizada em leitor de microplaca.

Os experimentos foram realizados em triplicata e em trés diferentes dias.

4.2.9.2 Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria do extrato microencapsuldado de Justicia
pectoralis em modelo experimental de asma exacerbada induzida por ovalbumina e

lipolissacarideo em camundongo BALB/c

Poucos trabalhos estdo descritos na literatura mostrando modelos de asma
exacerbada (KUMARI; DASH; SINGH, 2015) e devido a uma série de varidveis entre locais
distintos, nem sempre os modelos disponiveis sdo reprodutiveis. Assim, foi padronizado por
nosso grupo de pesquisa um modelo de asma exacerbada por meio de estimulo imuno-
infeccioso em camundongos BALB/c fémeas, no qual os animais foram desafiados com
lipolissacarideo (LPS) e ovalbumina (OVA) para exacerbacdo do processo inflamatorio
(AMARAL et al., 2017).

= Sensibilizacdo e bronco-provocacgédo antigénica
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A sensibilizagdo dos camundongos fémeas BALB/c (25-30 g) ao antigeno (OVA)
foi realizada por meio de injecdo intraperitoneal (i.p.) de solugdo contendo 0,2 pug de LPS em
100 pL de salina estéril e depois de 30 min, nova injecdo intraperitoneal de uma solucéo
contendo 400 pug de OVA e 1 mg de hidréxido de aluminio em 250 pL de tampdo fosfato
salina (PBS) estéril. Esse procedimento ocorreu duas vezes, no primeiro (D1) e no oitavo dia
(D8) do experimento (FIGURA 6).

Na bronco-provocacdo, foram considerados animais “desafiados” o0s
camundongos fémeas BALB/c que foram previamente sensibilizados e submetidos ao desafio
antigénico por inalagdo. Os desafios ocorreram por 6 dias consecutivos, do vigesimo ao
vigésimo quinto dia de experimento (D20 ao D25). Os animais receberam por via
intraperitoneal 0,2 pg de LPS em 100 pL de salina estéril e, 30 minutos apOs esse
procedimento, foram expostos a aerossol de OVA 10% por 30 min em recipiente fechado de
acrilico (medindo 20 x 30 x 21 cm) com ventilacdo produzida por um nebulizador. O grupo
ndo tratado foi sensibilizado com solucédo salina estéril e desafiado apenas com solucdo PBS
estéril (FIGURA 6).

Figura 6 - Protocolo experimental do modelo de asma exacerbada induzida por ovalbulmina e
lipopolissacarideo em camundongos BALB/c.

Tratamentos
Desafios
Sensibilizagées (—A—\ Eutanasia |° Migragao celular para o LBA
W + Determinacdo de MPO no tecido
pulmonar
1 8 202122232425 26 _ _
+ Morfologia do tecido pulmonar

12 Sensibilizacao: 0,2ug LPS (ip) 22 M1 400pg OVA (ip) + 1mg AI(OH)s (ip)

. e . 30 min
% 2% Sensibilizagao: 0,2ug LPS (ip) ——  400ug QVA (ip) + Tmg AI(OH)3 (ip)

- Desafio: 0,2ug LPS (ip)  29™N OVA 10% por 30 min (nebulizagao)

Fonte: Amaral, 2017. LPS: lipopolissacarideo; MPO: mieloperoxidase; OVA: ovalbumina; ip:
intraperitoneal.

= Efeito sobre a celularidade do lavado broncoalveolar

Para avaliar os efeitos imunomodulatérios do ESPJP no modelo de asma
exacerbada, o extrato foi administrado na concentracdo de 100 mg/kg v.o. 1 h antes de cada
desafio com OVA. Assim, 24 h apds o ultimo desafio (D26), foi realizada a coleta do lavado
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broncoalveolar (LBA) e dos pulmd@es para avaliar a migracdo de células inflamatdrias,
presenca da enzima mieloperoxidase (MPO) e andlise histopatoldgica (FIGURA 6). Os
animais foram anestesiados com xilazina e quetamina, sendo realizada a exposicao cirurgica e
canulacdo da traqueia. ApOs serem exanguinados pela artéria carétida, os pulmdes foram
preenchidos com 0,5 mL de PBS estéril gelado injetado na cénula traqueal por meio de uma
seringa de 1 mL. A seringa foi mantida conectada a canula por 15 segundos e, entéo, o fluido
foi lentamente recuperado. Esse procedimento foi repetido 3 vezes. Foi retirada uma amostra
LBA para realizar contagem diferencial com corante panoético rapido e o restante da amostra
foi centrifugada por 10 min a 800 g e temperatura de 4 °C. O pellet de células foi
ressuspendido em solucdo salina e diluido com solu¢do Turk (1:1) para contagem total e
diferencial de células em camera de Neubauer. O tecido pulmonar foi separado, o I6bulo
direito foi fixado em formol tamponado para anélise histopatoldgica e o 16bulo esquerdo foi

utilizado para determinagéo da enzima MPO.

= Liberacdo de mieloperoxidase no tecido pulmonar

Para determinar a liberacdo de MPO, o tecido foi homogeneizado em tampéo
HTAB (brometo de hexadeciltrimetilaménio), passando por ciclos de sonicacao,
congelamento e descongelamentos para que as células fossem lisadas e liberassem seu
contetdo intracelular. As amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 20 min a 4 °C. Apdés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi separado para a quantificacdo da MPO. Em placa de 96
pocos, adicionou-se 30 L de sobrenadante, tampdo fosfato, peréxido de hidrogénio 0,017% e
TMB (solucéo de tetrametilbenzidina) 18,4 mM, sendo incubada por 5 min a 37 °C. A reacéo

foi interrompida com acido sulfdrico 4 M e a leitura realizada a 450 nm.

= Analise histopatoldgica

Ao fim do experimento de sensibilizacdo e bronco-provocacao, o I16bulo pulmonar
direito foi fixado em formol tamponado 10% para proceder a andlise histopatologica. Os
fragmentos obtidos foram submetidos a desidratacéo, diafanizacao e, em seguida, cortados em
microtomo na espessura de 5 um. Foram realizadas coloragGes de hematoxilina-eosina (HE) e
de acido periddico de Schiff (PAS). Os cortes histologicos foram analisados por microscopia

optica.
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Todas as laminas foram confeccionadas e analisadas Laboratorio de Histologia de
Efeitos Causados por Venenos de Serpentes e Plantas (HISTOVESP) da Universidade
Estadual do Ceara (UECE) sob a coordenacdo da Profa. Dra. Janina Serra Azul Monteiro

Evangelista.
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5. RESULTADOS

5.1 Otimizacao e validacdo de metodologia analitica por CLAE-DAD para dosagem de

marcadores quimicos em droga vegetal e produtos derivados de Justicia pectoralis

Para identificagdo e quantificagdo de CM e UMB em produtos oriundos de J.
pectoralis, o método analitico desenvolvido seguiu alguns parametros previamente
estabelecidos pelo nosso laboratorio (FONSECA, 2009). A Tabela 8 descreve as condicOes

experimentais do método anterior e do desenvolvido no presente esteudo.

Tabela 8 — Parametros analiticos (CLAE-DAD) para anélise de cumarina e umbeliferona em
droga vegetal, solucdo extrativa e extrato microparticulado de Justicia pectoralis.

Parametro _ Especificacoes
Meétodo otimizado (FONSECA, 2009)
Coluna C18 C18
Temperatura 40 °C 40 °C
UMB: 277 nm
Detector CM: 323 nm 323 nm
Fluxo 1 mL/min 1,8 mL/min
Eluicdo Isocrética Gradiente
Fase | Organica AcN AcCN/MeOH/THF
movel | Aquosa ActAmonio/acAcético; pH 3,4 H,PO,/trietilamina; pH 3
VVolume de injecéo 20 pL 20 pL

AcN: acetonitrila; acAcético: acido acético; ActAmonio: acetato de amonio; H,PO,: acido fosforico; MeOH:
metanol; THF: acido tetrahidrofurano.

O método de Fonseca (2009) consistia em fase mdvel preparada por solugdo
organica composta por acetonitrila:metanol:tetrahidrofurano na proporcéo 5,8:2,2:2 e uma
solucdo tampdo de trietilamina:acido fosférico:dgua (0,45:0,24:99,31), as quais eram
misturadas para formar a fase A (80:20) e a fase B (60:40) na propor¢do tampdo:fase
organica, fluxo de 1,8 mL/min, eluicdo gradiente, detector operado sob 323 nm, temperatura
da coluna 40 °C e volume de injecdo das amostras de 20 uL.

No estudo atual, estabeleceu-se como meta desenvolver um método em condicao
menos complexa e com menor custo. Para tanto, a fase movel otimizada passou a ser
composta por tampéo acetato de aménio 5 mM (pH 3,4) e acetonitrila, seguindo as proporcdes
75:25, respectivamente. Houve alteracao da eluicdo para 0 modo isocratico, reducdo do fluxo
(2 mL/min), com continuidade do empregio de coluna em fase reversa octadecilsilano (C18)
sob temperatura de 40 °C. A detec¢é@o dos marcadores passou a ser realizada no comprimento

de onda méaximo para cada substancia (CM: 323 nm; UMB: 277 nm).
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5.1.1 Especificidade

Na Figura 7, pode ser observada a eluicdo da UMB e da CM, que apresentaram
tempo de retencdo de 6,970 + 0,21 min e 9,951 £ 0,39 min, respectivamente. Sob a mesma
condicdo analitica, foi observada a separacdo desses marcadores no extrato hidroalcoolico das

partes aéreas de J. pectoralis.

Figura 7 - Cromatograma (CLAE — DAD) da solucdo padrdo dos marcadores quimicos e
extrato hidroalcodlico de Justicia pectoralis.
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A. Solucdo padrdo. B. Extrato hidroalcodlico de Justicia pectoralis. Condigdes: coluna C18
(250 x 4,6 mm; 5 um), fase movel composta por tampdo acetato de amonio (pH 3,4) e
acetonitrila, eluigdo isocrética, fluxo 1 mL/min, deteccdo em 323 nm e 277 nm. CM =
cumarina. UMB = umbeliferona.
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A pureza do pico cromatografico foi determinada ap6s varredura
espectrofotomética do padrdo (CM e UMB) e do extrato hidroalcoolico empregando detector
de arranjo de diodos (DAD) (FIGURA 8). Esses resultadoscorroboram com a especificidade e
seletividade do método como sendo um indicativo da ndo co-eluicdo de outros constituintes

da matriz com os marcadores quimicos nas condi¢des analisadas.

Figura 8 — Espectro de pureza do pico da solucdo padrdo dos marcadores quimicos e extrato
hidroalcodlico de Justicia pectoralis.
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A. Umbeliferona. B. Cumarina. C. Extrato hidroalcoolico de Justicia pectoralis. Condigdes:
coluna C18 (250 x 4,6 mm; 5 um), fase movel (A: tampédo acetato de amonio, pH 3.4; B:
acetonitrila, elui¢do isocratica, fluxo 1 mL/min, detecgdo em 323 nm e 277 nm.
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5.1.2 Linearidade e faixa de trabalho

As Tabelas 9 e 10 apresentam os resultados obtidos na avaliacdo da linearidade
do método com emprego dos padres UMB e CM, respectivamente. A representacdo grafica
das curvas de calibracdo e suas respectivas equacOes da reta, determinadas através do estudo
da regresséo linear, pelo método dos minimos quadrados, podem ser visualizadas na Figura 9.
Dentre os dados obtidos, os coeficientes de correlagdo encontrados foram de 0,9987 para
ambos marcadores (FIGURA 9). Ainda, na analise visual dos gréficos de residuos obtidos,
verificou-se que a maior parte dos valores se encontrava randomicamente distribuidos ao
redor da linha de residuo zero (FIGURA 10).

A anélise de variancia dos resultados mostrou que existe uma relagdo linear entre
as concentracbes dos marcadores quimicos UMB e CM e suas respectivas areas dos picos
dentro da faixa de trabalho analisada (UMB: 0,021 — 0,039 mg/mL; CM: 0,21-0,39 mg/mL),
atendendo ao critério aceitavel para o coeficiente de correlagédo linear (r > 0,98) para extratos
vegetais e fitoterapicos (BRASIL, 2017).
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Tabela 9 - Curva de calibracdo da umbeliferona de método analitico para quantificacdo de
marcadores quimicos em droga vegetal, solucdo extrativa e extrato microparticulado de

Justicia pectoralis por CLAE-DAD.

SR Area média (AU) DPR%
(mg/mL)
0,021 2140359 + 80195 3,75
0,024 2486014 + 11650 4,69
0,027 2825344 + 75017 2,66
0,030 3153691 + 82909 2,63
0,033 3534050 + 82877 2,35
0,036 3808414 + 13170 2,35
0,039 4112045 + 14354 3,49

Resultados expressos como a media + DP. Analises realizadas em triplicata. DP = desvio

padrdo. DPR% = desvio padrdo relativo.

Tabela 10 - Curva de calibracdo de cumarina de método analitico para quantificacdo de
marcadores quimicos em droga vegetal, solucdo extrativa e extrato microparticulado de

Justicia pectoralis por CLAE-DAD.

CONCENIECED Area média (AU) DPR%
(mg/mL)
0,21 7172501 * 61103 8,52
0,24 8769507 + 80615 6,72
0,27 9461601 + 69911 7,39
0,30 10554397 + 10554 7.66
0,33 11797567 + 81130 6,88
0,36 12709796 + 69066 5,43
0,39 13710934 + 11416 8,32

Resultados expressos como a média + DP. Analises realizadas em triplicata. DP = desvio

padrdo. DPR% = desvio padrdo relativo.
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Figura 9 — Representacdo grafica das curvas de calibragdo dos marcadores quimicos de
Justicia pectoralis obtidas por CLAE — DAD.
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A. Cumarina. B. Umbeliferona. Foram preparadas 7 concentragdes de solugdo padrdo de
cumarina (0,21 — 0,39 mg/mL) ou de umbeliferona (0,021 — 0,039 mg/mL). Cada ponto
representa a média de trés analises.

Figura 10 — Grafico de residuos obtido por tratamento estatistico da curva de calibracdo dos
marcadores quimicos.
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p <0,05.
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5.1.3 Precisao

A preciséo por repetibilidade foi avaliada por meio de seis determinacdes a 100%
da concentracdo de trabalho em unico dia e com 0 mesmo analista. A precisdo intermediaria
foi realizada em diferentes dias e com analistas diferentes, utilizando a mesma concentracao.

Ambas as avaliacOes resultaram em DPR que variaram de 1,72 a 3,28% e de 1,75
a 3,22% para UMB e CM, respectivamente (TABELA 11 e 12). No teste F (ANOVA), para
avaliar a igualdade entre as variancias, foi verificado que ndo houve diferencas significativas
(p > 0,05) nos resultados obtidos (TABELA 13). Assim, o método foi considerado preciso
com DPR atendendo o limite estabelecido (5 %) pela legislacéo vigente (BRASIL, 2017).
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Tabela 11 - Avaliacdo da precisao (repetibilidade) do método analitico para quantificacdo de
marcadores quimicos em droga vegetal, solucdo extrativa e extrato microparticulado de
Justicia pectoralis por CLAE-DAD.

Marcador Area média (UA) DPR (%)
Umbeliferona 3227186 + 105737 3,28
Cumarina 10992982 + 354301 3,22

Resultados expressos como a média £ DP. Analises realizadas em sextupilcata. DP = desvio
padrdo. DPR% = desvio padrdo relativo.

Tabela 12 - Avaliacdo da precisdo intermediaria do método analitico para quantificacdo de
marcadores quimicos em droga vegetal, solucdo extrativa e extrato microparticulado de
Justicia pectoralis por CLAE-DAD.

_ _ Area média (UA)
Dia Analista
Umbeliferona Cumarina
. I 3193607 + 71008 (2,22) 10881502 + 242651 (2,23)
I 3553722 + 61206 (1,72) 10751798 + 188617 (1,75)
2 I 3234524 + 56821 (1,76) 10160580 + 177720 (1,75)

Resultados expressos como média £ DP (DPR%). Analises realizadas em sextupilcata. DP =
desvio padrdo. DPR% = desvio padrdo relativo.

Tabela 13 - Andlise de variancia (ANOVA) da precisdo intermediaria de umbeliferona e
cumarina do método analitico para quantificacdo de marcadores quimicos em droga vegetal,
solugdo extrativa e extrato microparticulado de Justicia pectoralis por CLAE-DAD.

_ _ p-valor uni-caudal
Condigédo Experimental : i
Umbeliferona Cumarina
Analista | x Analista | / dia diferente 0,3761 0,2969
Analista | x Analista 1l / mesmo dia 0,4372 0,4496
Analista | x Analista 11 / dia diferente 0,1277 0,0963

p <0,05.
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5.1.4 Exatidao

A exatiddo do presente meétodo foi determinada como porcentagem de
recuperacdo da quantidade conhecida de marcador (UMB e CM) adicionado a matriz (extrato
hidroacoolico de J. pectoralis), sendo executada a partir de trés amostras em trés diferentes
concentragdes (70, 100% e 130% da solucdo de trabalho), com trés réplicas cada, as quais
corresponderam a 0,021; 0,030; 0,039 mg/mL de UMB e 0,21; 0,30; 0,39 mg/mL de CM,
respectivamente.

A recuperacdo média para ambos os marcadores, UMB e CM, foi de 95,95 e
102,96%, respectivamente (TABELA 14 e 15). Os valores de exatidao ficaram em torno de
100% (95,28 — 104,82%), indicando que o método apresenta capacidade de recuperacdo
satisfatoria.
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Tabela 14 - Recuperacdo da umbeliferona em metodologia analitica para quantificacdo de
marcadores quimicos em droga vegetal, solucdo extrativa e extrato microparticulado de
Justicia pectoralis por CLAE-DAD.

Concentracédo adicionada Recuperacéo (%) Meédia
DPR (%)
(%) (DP) (DP)
70 96,17 (0,020)
100 96,39 (0,029) 95,95 (0,59) 0,006
130 95,28 (0,037)

Resultados expressos como a média £ DP. A concentragdo de padrdo adicionada foi
estabelecida em funcdo do teor de marcador determinado no extrato. Andlises realizadas em
triplicata. DP = desvio padrdo. DPR% = desvio padrao relativo.

Tabela 15 - Recuperacdo da cumarina em metodologia analitica para quantificacdo de
marcadores quimicos em droga vegetal, solucdo extrativa e extrato microparticulado de
Justicia pectoralis por CLAE-DAD.

Concentracéo adicionada Recuperacéo (%) Média
DPR (%)
(%) (DP) (BP)
70 101,12 (0,21)
100 104,82 (0,31) 102,96 (1,85) 0,018
130 102,94 (0,40)

Resultados expressos como a média + DP. A concentracdo de padrdo adicionada foi
estabelecida em funcdo do teor de marcador determinado no extrato. Anélises realizadas em
triplicata. DP = desvio padrdo. DPR% = desvio padrao relativo.



72

5.1.5 Robustez

A robustez do método foi investigada por meio de pequenas variacdes do valor
nominal (fluxo 1 mL/min; temperatura 40°C; pH da fase mével 3,4) de parametros analiticos:
fluxo (0,9 e 1,1 mL/min), temperatura do forno da coluna (38 e 42 °C) e pH da fase mével
(3,2e3,4).

Variagdes na temperatura e no pH da fase movel empregada no método analitico
ndo interferiram na analise dos marcadores quimicos no extrato hidroalcoolico de J.
pectoralis. Por outro lado, alteracfes no fluxo da fase mével (0,9 e 1,1 mL/min) alteraram
significativamente as determinacGes das areas em relagdo a condi¢do nominal (1,0 mL/min).
Além disso, as referidas alteracGes nas condicBes experimentais promoveram variacfes no
tempo de retencdo (em torno de 10%) dos marcadores (TABELA 16 e 17).
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Tabela 16 - Avaliacéo da robustez do método analitico para quantificacdo de umbeliferona em
droga vegetal, solugéo extrativa e extrato microparticulado de Justicia pectoralis por CLAE-
DAD.

Fatores Area média (AU) | DPR% | Tempo de Retencdo (min)
Fluxo 1 mL/min
T =40°C 1186842 + 5349 0,45 7,029
pH 3,4

pH fase mdvel 3,2 1178485 + 5575 0,47 7,733
pH fase movel 3,4 1205851 + 7665 0,63 6,367
Fluxo 0,9 mL/min | 1215157 + 7797° 0,64 7,167
Fluxo 1,1 mL/min | 1066647 +2126° | 0,20 6,350
Temperatura 38°C | 1188137 + 10181 0,86 7,172
Temperatura 42°C 1200010 + 3539 0,29 6,884

Resultados expressos como a média = DP. Analises realizadas em triplicata. *Fluxo 1 mL/min
vs. Fluxo 0.9 mL/min. °Fluxo 1,0 mL/min vs. Fluxo 1,1 mL/min. Teste "T" de Student (p
<0.05). DP = desvio padrdo. DPR% = desvio padrao relativo.

Tabela 17 - Avaliacdo da robustez do método para analise da cumarina em droga vegetal,
solucdo extrativa e extrato microparticulado de Justicia pectoralis por CLAE-DAD.

Fatores Area média (AU) DPR% | Tempo de Reteng¢&o (min)
Fluxo 1 mL/min
T =40°C 12160006 + 73805 0,61 9,944
pH 3,4

pH fase movel 3,2 11938303 + 63127 0,53 11,000
pH fase movel 3,4 12230285 + 37578 0,31 9,033
Fluxo 0,9 mL/min 12531275 + 22706° 0,18 10,150
Fluxo 1,1 mL/min 10539279 + 125458° 1,19 9,011
Temperatura 38°C 12037415 + 154735 1,28 10,116
Temperatura 42°C 11938303 + 53347 0,44 9,761

Resultados expressos como a média = DP. Andlises realizadas em triplicata. *Fluxo 1 mL/min
vs. Fluxo 0.9 mL/min. °Fluxo 1,0 mL/min vs. Fluxo 1,1 mL/min. Teste "T" de Student (p
<0.05). DP = desvio padrdo. DPR% = desvio padrao relativo.
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5.2 Determinacgdo de parametros botanicos para o controle de qualidade das folhas de
Justicia pectoralis

Ao microscopio Optico, a folha de J. pectoralis apresentou-se membranécea,
mesomorfa e anfiestomatica com epiderme do limbo foliar simples, unisseriada, contendo
idioblastos com cistolito na face adaxial. Abaixo da epiderme, observou-se o mesofilo,
heterogéneo e assimétrico, com a presenca de estratos de parénquima clorofiliano pali¢adico e
esponjoso. Estématos diaciticos em maior quantidade na face abaxial (FIGURA 11a). A
nervura central, subjacente a epiderme, apresentou contorno biconvexo com cerca de trés
camadas de colénquima que auxilia na sustentagdo. O sistema vascular observado foi do tipo
colateral com discreto crescimento secundario, onde ha um feixe central em semicirculo e
dois feixes secundarios voltados para a face adaxial. O parénquima fundamental preenche o
restante da nervura central (FIGURA 11b).

Figura 11 - Seccdes foliares de Justicia pectoralis.

A. Lamina foliar. B. Nervura central. cis = cistélito. col = colénquima. eab = epiderme
abaxial. ead = epiderme adaxial. epi = epiderme. esc = esclerénquima. flo = floema. pes =
parénguima esponjoso. ppa = parénquima palicadico. xil = xilema.
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5.3 Determinacéo do tempo de colheita e avaliagdo da sazonalidade de Justicia pectoralis
monitorado pelo teor de cumarina e umbeliferona por CLAE-DAD.

Na avaliacdo do periodo ideal para coleta de Justiocia pectoralis, com base no
estagio de desenvolvimento da planta e no teor de marcadores (CM e UMB), foi observado
que, até o terceiro més de vida, h4& um aumento na concentracdo de CM (6,13 + 0,007 mg/qg),
seqguido de decréscimo no més subsequente (3,59 £ 0,019 mg/g), sendo a concentracdo de
UMB bastante inferior em relagdo a CM. Ao longo do periodo investigado, a concentracdo de
UMB variou de 0,081 + 0,0007 a 0,29 = 0,0006 mg/g, onde o valor mais alto encontrado foi
aos dois meses (TABELA 18). A avaliagdo visual do crescimento da planta respaldou os
dados obtidos, uma vez que com trés meses de cultivo ja era possivel obter uma quantidade
consideravel de biomassa (FIGURA 12).

Na avaliacdo de uma possivel influéncia sazonal, as partes aéreas de J. pectoralis,
com entdo trés meses de cultivo, foram coletadas mensalmente durante o periodo de um ano
(setembro/2009 a agosto 2010). O maior teor de CM (8,390 £ 0,0038 mg/g) foi encontrado no
més de setembro e o de UMB (0,878 + 0,0029 mg/g), no més de agosto. Por outro lado, 0 més
de fevereiro foi 0 que apresentou os menores teores de ambos os marcadores (CM: 3,43 +
0,0178; UMB: 0,17 £ 0,0010) (FIGURA 13; TABELA 19).
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Tabela 18 - Quantificacdo do teor de cumarina e umbeliferona em extrato hidroacoolico de
Justicia pectoralis por CLAE-DAD cultivada por diferentes periodos.

Ma(ca_dor 1 més 2 meses 3 meses 4 meses
guimico
CM 2,15 + 0,006 2,98 + 0,007 6,13 + 0,008 3,59+ 0,019
(0,26) (0,22) (0,13) (0,52)
UMB 0,15 + 0,0003 0,29 + 0,0006 0,11 + 0,0005 0,081 + 0,0007
(0,19) (0,19) (0,47) (0,92)

Anélises foram realizadas em triplicata. Extrato hidroalcoolico preparado através de
maceracao (24h) seguido por percolacdo 1g:7,5mL. Resultados expressos como média = DP
(DPR%) mg de marcador/g de droga vegetal. CM = cumarina. UMB = umbeliferona. DP =
desvio padrdo. DPR% = desvio padrao relativo.

Figura 12 — Desenvolvimento de biomassa em canteiro de culti

vo de Justicia pectoralis.
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Canteiros de J. pectoralis mantidos no Nucleo de Ensino e Pesquisa em Agricultura Urbana
(NEPAU), Departamento de Fitotecnia, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do
Ceard (UFC). A, B e C correspondem a um, dois e trés meses de cultivo, respectivamente.



Figura 13 — Sazonalidde dos teores de cumarina e umbeliferona em Justicia pectoralis.
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Tabela 19 - Avaliacdo da variacdo sazonal de Justicia pectoralis monitorada por CLAE-DAD.

Mg;;";‘;” SET | OUT | NOV | DEZ | JAN | FEV | MAR | ABR | MAI | JUN | JUL | AGO
8,39 + 510+ 594 + 7,62+ 7,48 + 3,43+ 519+ 7,70 + 7,30 £ 6,78 + 448 + 757+

CM | 00038 | 00310 | 00086 | 00258 | 00091 | 0,178 | 00004 | 00058 |0,1920 | 0,0943 | 00112 | 0,0658
005 | ©061) | (015 | 034 | 012 | 05) | ©01) | 008 | 263 | (1,39 | (025 | (087

034+ | 052+ | 071+ | 052+ | 017+ | 017+ | 022+ | 042+ | 037+ | 034+ | 034+ | 088+

UMB | 00012 | 00007 | 00009 | 0,0032 | 00002 | 0,010 | 00010 | 00023 | 00119 | 0,0112 | 0,002 | 0,0029
©020) | (014) | (012) | ©61) | (024) | (059 | (045 | (054 | (326) | (3:31) | (037) | (0,33)

Anélises foram realizadas em triplicata. Extrato hidroalcoolico
maceracao (24h) seguido por percolacdo 1g:7,5mL. Resultados expressos como média = DP
(DPR%) mg de marcador/g de droga vegetal. CM = cumarina. UMB = umbeliferona. DP =
desvio padrdo. DPR% = desvio padrao relativo.

20% preparado através de
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5.4 Otimizacao do método de extracao a partir de Justicia pectoralis

Visando otimizar o processo de produgdo do extrato de J. pectoralis para a
obtencdo de um produto com o mé&ximo teor de marcadores quimicos em um menor custo e
tempo possivel, foram estabelecidas condicdes para realizacdo do processo extrativo,
comparando-as com as condicdes experimentais empregadas anteriormente pelo nosso
laboratorio (FONSECA, 2009).

A Tabela 20 demonstra a influéncia da variagcdo do tempo de maceragdo sobre o
teor de marcadores. Observou-se que quanto maior o tempo de maceracdo, maior o teor de
CM (6h: 6,35 = 0,01 mg/g; 24h: 8,94 £ 0,12 mg/g). O teor de UMB nos extratos obtidos por
maceracdo durante 6 e 24h (0,125 + 0,0002 mg/g; 0,13 £ 0,0012 mg/g, respectivamente)
praticamente ndo diferiram em relacdo ao método anterior (0,14 + 0,0006 mg/g), embora
tenha sido observado uma reducéo significativa no menor tempo de maceracao em relacao ao

extrato anterior.

Tabela 20 - Maceracdo como método extrativo para producdo do extrato de Justicia pectoralis
monitorado pelo teor de marcadores por CLAE-DAD.

Marcador ~ 4 ~ 4 Estudo anterior®
(malg) Maceracéo (6 h)” | Maceracéao (24 h) (Maceracao /Percolacio)
CM 6,35 + 0,01° 8,94 + 0,12 4,53 + 0,006
(1,20) (1,39) (0,13)
) i ) ) i k) H i H
UMB 0,125 + 0,0002% 0,13 +0,0012 0,14 + 0,0006
(1,02) (0,91) (0,49)

"Extratos preparados na proporcdo 1g:7,5mL (droga:solvente). SExtrato preparado na
proporcdo 1g:15mL (droga:solvente). Resultados expressos em mg/g de droga vegetal £ DP
(DPR%). ®Maceracdo (6h) vs. Estudo anterior. "Maceracdo (24h) vs. Estudo anterior. Teste
“T” Student (p < 0,05).

Como foi evidenciado um incremento no teor de CM a partir dos dados obtidos,
optou-se por investigar se outros métodos extrativos e também o esgotamento da matéria-
prima poderiam contribuir mais ainda para 0 aumento na concentracdo dos marcadores.

Assim, a Tabela 21 evidencia a influéncia dos meétodos extrativos soxhlet,
turbdlise e maceragdo com esgotamento sobre o teor de marcadores, sendo este ultimo o que
apresentou a maior concentracdo, principalmente de CM (11,53 + 0,0019 mg/g), mas também
de UMB (0,16 £ 0,0001 mg/g), mesmo em comparagdo a todos os outros métodos avaliados
(CM — maceracao 6 h: 6,35+0,01 mg/g; macercdo 24h: 8,94 + 0,12 mg/g; soxhlet: 9,35 +
0,0037 mg/g; turbolise: 6,16 + 0,20 mg/qg).
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Tabela 21 - Influéncia dos métodos extrativos de Justicia pectoralis por sohxlet, turbdlise e
macera¢ao com esgotamento sobre o teor de marcadores CLAE-DAD.

# .. _# | Maceracdo (6 h) com | Estudo Anterior®
M(anr];?éj)or Sc?ghr:)et Tl(J5r tr)rc])ilrl]s)e esgotamento da (Maceracao/
droga vegetal® Percolacao)
CM 9,35+0,0037% | 6,16+0,20° 11,53+0,0019° 4,53 + 0,006
(0,29) (3,25) (0,13) (0,13)
UMB 0,09+0,0003% | 0,12+0,002° 0,16+0,0001° 0,14 + 0,0006
(0,23) (1,66) (0,04) (0,45)

"Extratos preparados na proporcdo 1g:7,5mL (droga:solvente). SExtrato preparado na
proporcéo 1g:15mL (droga:solvente). Resultados expressos em mg/g de droga vegetal £ DP
(DPR%). ®Sohxlet vs. Estudo anterior. "Turbdlise vs. Estudo anterior. “Maceracdo (6 h) com
esgotamento vs. Estudo anterior. Teste “T” Student (p < 0,05).

Como a maceracdo seguida por esgotamento da droga vegetal apresentou maior
teor de marcadores, o método foi escolhido para avaliacdo da influéncia da reducdo da taxa de
etanol no solvente extrator sobre o rendimento dos marcadores, visando a minimizacdo de
custo (TABELA 22), pois até 0 momento, os extratos foram preparados com etanol absoluto
comercial. Verificou-se que a reducgédo da porcentagem de etanol no solvente extrator de 100%
para 20% de EtOH em &gua, embora significativo, praticamente ndo interferiu na
concentracdo de CM (EtOH 20%: 11,53 + 0,0019 mg/g vs. EtOH 100%: 13,37 + 0,003 mg/qg),
enquanto que a UMB foi acrescida em 2,5 vezes no seu teor (EtOH 20%: 0,41 £+ 0,0001 mg/g
vs. EtOH 100%: 0,16 £ 0,0001 mg/qg).

Tabela 22 - Avaliacdo dos efeitos da reducdo de etanol no solvente extrator em método
extrativo a partir de Justicia pectoralis sobre o teor de marcadores.

Marcador | Maceracéo (6 h) com esgotamento Maceracéo (6 h) com esgotamento
(mg/qg) da droga vegetal EtOH 100% da droga vegetal EtOH 20%
CM 11,53 +0,0019 (0,13) 13,37 £ 0,003 (0,19)
UMB 0,16 +0,0001 (0,04)° 0,41 £ 0,0001 (0,15)

Extratos preparados na propor¢do 1g:7,5mL (droga:solvente). Resultados expressos em mg/g
de droga vegetal + DP (DPR%). 3CM: EtOH 100% vs. EtOH 20%. "UMB: EtOH 100% vs.
EtOH 20%. Teste “T” Student (p < 0,05).

Apesar de possuir menor valor agregado e promover elevados teores de
marcadores quimicos em relacdo aos métodos anteriormente investigados, a maceracéo
seguida por esgotamento da droga vegetal requer maior volume de solvente extrator,
aumentando o custo, além de necessitar de maior habilidade técnica e laboratorial por parte do
realizador do processo. Assim, andlises para avaliagdo da influéncia de outros pard@metros no

processo extrativo prosseguiram tendo como método extrativo a maceragao por 24h, uma vez
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que a extracdo por sohxlet e turbdlise apresenta elevacdo da temperatura, podendo resultar em
perda do teor de CM, j& que esta substancia é termolébil.

A Tabela 23 destaca a influéncia da proporcdo entre droga vegetal e solvente
extrator sobre o método extrativo. De fato, foi evidenciado que em solucdes extrativas com
uma maior propor¢do entre droga e solvente extrator (1g:15mL) ha um aumento significativo,

sobretudo, no teor de CM, quando comparado a uma menor propor¢ao (1g:7,5mL).

Tabela 23 - Avaliacdo da influéncia da proporcdo entre droga vegetal e solvente extrator em
método extrativo a partir de Justicia pectoralis.

Maceracéao (24 h)
Marcador (mg/g) 1g:15mL 19:7,5mL
EtOH 100% | EtOH20% | EtOH 100% | EtOH 20%
oM 10,14 +0,022° | 12,15+0,07° | 894+012 | 9,650,015
(0,98) (0,56) (1,39) (0,15)
UMB 0,15+0,033% | 0,70 +0,013° | 0,13 +0,0012 | 0,50 + 0,002
(0,21) (1,89) (0,91) (0,32)

Resultados expressos em mg/g de droga vegetal + DP (DPR%). ®1g:15mL EtOH 100% vs.
1g:7,5mL EtOH 100%. 1g:15mL "EtOH20% vs. 1g:7,5mL EtOH 20%. Teste “T” Student (p <
0,05).

No intuito de incrementar mais ainda os niveis de CM e UMB, avaliou-se a
atuacdo da agitacdo na extracdo. A Tabela 24 indica 0 comportamento dos marcadores frente
a essa etapa do processo. No entanto, nao foi observada nenhum incremento consideravel nos

niveis de marcadores.

Tabela 24 - Avaliacdo da influéncia da agitacdo em método de extrativo a partir de Justicia
pectoralis.

Maceracéao
Marcador (mg/g) 2 h 6h
Sem agitacdo | Sob agitacdo Sem agitacdo Sob agitacao
CM 9,65+ 0,015% | 8,09 + 0,007 6,35 + 0,01° 8,05+ 0,012
(0,15) (0,09) (1,20) (1,35)
UMB 0,5+0,002 |0,43+0,0008 | 0,125+ 0.0002° | 0,46 + 0,048
(0,32) (0,19) (1,02) (0,87)

Extratos preparados na proporcdo 1g:7,5mL (droga:solvente) e EtOH 20%. Resultados
expressos em mg/g de droga vegetal + DP (DPR%). *CM: maceracdo (24 h) sem agitacéo vs.
agitacdo. "Maceracéo (6 h) sem agitacdo vs. agitacdo. Teste “T” Student (p < 0,05).
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Na avaliacdo da influéncia da percolagdo na concentracdo de marcadores no
extrato hidroaalcolico, foi observado que a maceracdo associada a percolagcdo proporcionou
um aumento na concentracdo de CM e UMB em comparacdo a maceracdo (Maceracdo 24 h —
CM: 12,15 + 0,07 mg/g; UMB: 0,70 £ 0,013 mg/g vs. Maceracdo seguida por percolacdo sem
evaporacédo do solvente extrator - CM: 15,31 + 1,81 mg/g; UMB: 0,8 £ 0,07 mg/g) (TABELA
25).

Tabela 25 - Avaliagdo da influéncia da percolacdo como etapa agregada em método extrativo
a partir de Justicia pectoralis.

Maceracdo | Maceracao Pl + P2 P1+ P2
Marcador | (24 h) + (24 h) + sem com Maceracao
(mg/g) Percolacdo | Percolacdo |concentracdo | concentracao (24 h)
(P1) (P2) do solvente do solvente
CM 8,94+0,039| 637+0,01 |[1531+181°| 1133+0,05 | 12,15+0,07°
(0,43) (0,16) (1,50) (0,42) (0,56)
UMB 0,45 + 0,004 | 0,35 +0,0013 | 0,8+0,07° 0,55+0,002 | 0,700,013
(0,09) (0,36) (1,11) (0,39) (1,89)

Extratos preparados com EtOH 20% em d&gua na proporcdo 1g:15mL (droga:solvente).
Resultados expressos em mg/g de droga vegetal = DP (DPR%). ?P1 + P2: sem evaporagao vs.
P1 + P2 com evaporacdo do solvente. "Maceracdo 24h vs. Maceragdo seguida por Percolagdo
sem evaporacao do solvente extrator. Teste “T” Student (p < 0,05).

Com base nos experimentos realizados, 0 método extrativo eleito foi a maceragéao
por 24 h seguida de percolacdo fracionada (P1 + P2), tendo como proporcdo entre droga e
solvente extrator o equivalente a 1 g de droga vegetal para cada 15 mL de solvente, sendo este

uma solucéo etandlica 20% em &gua.
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5.5 Otimizacdo do extrato seco microparticulado de Justicia pectoralis produzido por

spray drying

O processo de otimizacdo da producdo do extrato seco de J. pectoralis se
objetivava uma reducdo no teor de excipientes, em comparacao ao extrato seco desenvolvido
em nosso laboratério por Fonseca (2009), para que houvesse um ganho real no rendimento do
produto. Entdo, a partir desse estudo anterior, foi verificado que o didxido de silicio coloidal e
celulose microcristalina eram o0s adjuvantes de secagem que apresentaram forneceram
melhores caracteriticas fisicas ao extrato seco. Nesse sentido, foram preparadas suspensées
contendo de 10 a 30% de dioxido de silicio coloidal e celulose microcristalina em relagdo ao
residuo sélido do extrato hidroalcoolico de J. pectoralis para a secagem (microencapsulacéo).

Nas condi¢Oes determinadas no presente estudo, foi observado que, isoladamente,
o didxido de silicio coloidal apresentou as melhores caracteristicas na triagem realizada, pois
0 po resultante foi facilmente removivel da placa, o que implicaria em menor aderéncia a
camara de secagem do aparelho de spray dryer e possivel formacdo de um pé menos umido e
homogéneo. No entanto, a medida que se reduziu a quantidade deste excipiente no processo
de secagem, os extratos obtidos ficavam mais aderidos a placa (FIGURA 14 — condi¢es 1 a
4). Em seguida, foi investigado o comportamento do p6 formado com o acréscimo de um
outro adjuvante de secagem, a celulose microcristalina, em proporcdes variaveis (5, 10 e
15%) juntamente com o dioxido de silicio coloidal (FIGURA 14 — condic¢des 5 a 6), sendo
verificado que mesmo com a presenca da celulose microcristalina, ainda era necessario haver
uma quantidade relativamente elevada de diéxido de silicio coloidal (15%) para que se
obtivesse um po facilmente removivel da placa.

A condicdo que permitiu uma remoc¢do mais facil da placa foi a preparacdo do
extrato seco de J. pectoralis que possuia em sua composicdo didxido de silicio coloidal (15%)
e celulose microcristalina (5%) em relacdo ao residuo sélido do extrato liquido (FIGURA 14h
— condicdo 8), sendo, portanto, escolhida para a preparacéo do extrato seco de J. pectoralis.
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Figura 14 - Aspecto macroscopico do extrato seco de Justicia pectoralis acrescido de
adjuvantes de secagem.

Ao extrato, foram adicionadas quantidades diferenciadas de didxido de silicio coloidal e
celulose microcristalina, sendo a suspensao submetida a secagem em estufa por 1 h a 60 °C.
A-H. Distribuigdo do p6 formado apos etapa de desprendimento da placa para verificagcdo da
aderéncia: A (DSC 30%); B (DSC 20%); C (DSC 15%); D (DSC 10%); E (DSC 10% + CelM
10%); F (DSC 5% + CelM 5%); G (DSC 5% + CelM 15%); H (DSC 15 + CelM 5%). I.
Todos os p6s resultantes do processo de secagem (A-H) reunidos na mesma imagem. DSC:
dioxido de silicio coloidal. CelM: celulose microcristalina.
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Para determinacdo das melhores condi¢des operacionais do sistema de secagem
do extrato microparticulado de Justicia pectoralis por spray drying, foram investigadas a
influéncia de algumas varidveis como temperatura do ar de secagem, fluxo de alimentacéo e
diametro do bico atomizador, empregando como resposta redimento, umidade e concentracdo
de marcadores (TABELA 26).

O extrato seco que apresentou maior teor de marcadores foi o produzido na
condicdo 9 (CM: 19,79+0,079 mg/g e UMB: 1,69+0,002 mg/g). O rendimento dos extratos
secos variou entre 37,93 e 46,72%, apresentando variacdo da umidade relativa entre 6,13 e
9,05% (TABELA 26).

A anélise de variancia do planejamento fatorial utilizando o teor de CM e UMB,
umidade e rendimento demonstrou que nenhum dos fatores verificados influenciaram
significativamente no resultado das andlises (FIGURA 15). O método, portanto, mostrou-se
robusto, tendo como melhor resultado do teor de marcadores quimicos o ponto central (nona
condigdo experimental), que foi selecionado para caracterizacdo e avaliagdo bioldgica do

novo extrato microparticulado de Justicia pectoralis.
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Tabela 26 - Planejamento fatorial 2° do processo de produgdo do extrato microparticulado de
Justicia pectoralis.

Condicéo T(eirgga ‘ aI::rLl:z)r(ﬁ:g%o atorasggdor (rggl;//lg) (gnl\;/S) Un(1(i)2 ;\de Ren?g/rsento
(L/h) (mm)
1 80 03 07 11'(13%9‘;’41 1%5’3%)02 6,13 40,55
2 80 0,9 0,7 13'(‘;‘,‘8—“8)’22 1':(”222')27 8,29 41,93
3 110 0,3 0,7 17’(83%%’54 1'%;%)05 7,14 42,15
4 110 0,9 0,7 15’?3%3’)007 1'?8;%')01 8,62 45,97
5 80 0,3 1,3 14'(11%2)'26 1'?3%%')03 7,72 39,85
6 80 0,9 1,3 13{82%’)065 1'6(?&?15 8,70 37,93
7 110 0,3 1,3 12'(1(’5;%’36 1'3&%52’())65 9,05 42,30
8 110 0,9 13 12'(81%??)’13 1'3(11f§é())18 7.48 44,40
9 95 0,6 1,0 19{82%’)079 1'6(%“—7“&‘))02 6,83 46,72

Resultados expressos como média + DP (DPR%). Andlises realizadas em triplicata. DP = desvio
padrdo. DPR% = desvio padréo relativo.

Figura 15 - Grafico de Pareto para os parametros de resposta avaliados no planejamento

fatorial 2° do processo de producéo do extrato microparticulado de Justicia pectoralis.
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Linha vermelha refere-se & faixa da significancia. A. Teor de umbeliferona. B. Teor de cumarina. C. Rendimento
(%). D. Umidade (%). Em todos os graficos no eixo das ordenadas: A — temperatura do ar de secagem (°C); B —
fluxo de alimentacéo (L/h); C — didmetro do bico atomizador (mm). Eixo das abscissas: Efeito.
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5.6 Caracterizacdo do extrato microparticulado de Justicia pectoralis produzido por

spray drying

Os valores encontrados para a densidade aparente e de compactacdo, indice de
Carr e fator de Hausner e angulo de repouso estdo demonstrdos na Tabela 27. O extrato seco
padronizado de J. pectoralis (ESPJP) apresentou umidade residual de 6,83%.

Conforme apresentado na Tabela 27, o ESPJP apresentou um teor de CM e UMB
de 21,10 £ 0,014 mg/g e 1,74 £ 0,22 mg/g, respectivamente. Esses resultados revelaram que o
po obtido através do presente método mostrou um teor de CM significativamente maior (2,5
vezes), quando relacionado ao método anterior (8,17 + 0,20 mg/g) desenvolvido pelo nosso
laboratério (Fonseca, 2009), mas que ndo houve ganho no teor de UMB. Os demais
parametros fisico-quimicos estdo descritos na Tabela 27.

A analise cromatografica mostrou que o ESPJP ndo causou alteracGes no perfil
cromatografico quando relacionado aos marcadores quimicos UMB e CM (FIGURA 16),
sendo os tempos de retencdo de 7,04 min e 9,97 min, respectivamente.

A avaliacdo da higroscopicidade foi realizada pela sorcdo de agua em diferentes
condicdes de umidade relativa (FIGURA 17). Aos 8% (KOH) (0,33% p/p) e 32,5% (MgCl,)
(2,1% p/p) de UR, ndo foram encontradas diferencas significativas no peso do ESPJP apés 14
dias de exposicdo. No entanto, a 75% de UR, houve uma absorcdo de umidade
expressivamente maior (13,89% p/p) do que nas outras condicdes.

Analise morfolégica do ESPJP por MEV monstrou que as microcapsulas
analisadas possuem semelhanca quanto a morfologia, apresentando forma esférica e superficie
irregular, mas que ndo apresenta rachaduras, fissuras ou rompimentos. N&o foi observada

uniformidade no tamanho, cujo diadmetro variou em torno de 5 a 23 pm (FIGURA 18).
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Figura 16 - Perfil do cromatografico do extrato microparticulado padronizado de Justicia
pectoralis (ESPJP) e seus marcadores quimicos umbeliferona e cumarina, respectivamente.
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A: Marcadores quimicos, cumarina e umbeliferona. B: Extrato hidroetanélico (20%) de
Justicia pectoralis (1g:15mL) produzido por maceragdo (24h) seguido por percolagdo. C:

Extrato seco padronizado de Justicia pectoralis.

Tabela 27 - Caracterizacdo fisico-quimica do extrato seco padronizado de Justicia pectoralis

produzido por spray drying.

Parametros Resultados
Densidade bruta (g/mL) 0,20 £ 0,05 (0,58)
Densidade compactada (g/mL) 0,24 £ 0,09 (0,66)
indice de Carr (%) 17,14
Fator de Hausner 1,17
Angulo de repouso (°) 28
Umidade (%) 6,23 + 0,85 (0,64)

Rendimento (%)

59,45 £ 1,78 (2,05)

Teor de CM (mg/g)

21,10 + 0,014 (0,70)

Teor de UMB (mg/g)

1,74 £ 0,20 (1,05)

Resultados expressos como média + desvio
realizadas em triplicata.

padrdo (desvio padrdo relativo). Analises
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Figura 17 - Absorcdo de umidade do extrato seco padronizado de Justicia pectoralis
produzido por spray drying exposta a diferentes atmosferas de umidade relativa.
14
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NaCl: cloreto de sodio; MgCl,: cloreto de magnésio; KOH: cloreto de potéassio.

Figura 18 — Fotomicrografia do extrato microparticuladopadronizado de Justicia pectoralis
obtida por microscopia eletrénica de varredura.
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As particulas foram produzidas por spray drying com auxilio do diéxido de silicio coloidal
(15%) e celulose microcristalina (5%) como ajjuvante de secagem. A, B e C, aumento de
1500, 5000 e 10000x, respectivamente, com escala de campo de 50, 20 e 10um,
respectivamente.
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5.7 Preparacdo e anélise do teor de marcadores do xarope padronizado de Justicia
pectoralis

O extrato seco padronizado foi facilmente incorporado ao xarope sem que
houvesse formacédo de precipitado, apresentando coloracao castanha e aroma caracteristico da
planta (FIGURA 19). O teor de CM e UMB foram 2,03 mg/mL e 0,7 mg/mL,

respectivamente.

Figura 19 — Xarope produzido a partir do extrato microparticulado de padronizado de Justicia

pectoralis.
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Droga vegetal (g/mg) 6,13+ 0,008 0,11+ 0,0005

Extrato hidroalcoolico (g/mg) 1531+ 1 81 0,8+ 0,07
Extrato seco (g/mg) 19,79+ 0,08 1,69+ 0,002
Xarope (g/mL) 2,03+0,015 0,7+ 0,003

Fonte: Elabora pelo autor.
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5.8 Estudo cromatografico (CLAE-DAD) do extrato seco microeparticulado
padronizado visando a identificacdo de um novo marcador quimico para o controle de

qualidade de produtos derivados de Justicia pectoralis

A fracdo JPP, ap6s analises de caracterizacdo estrutural, exibiu um pico de molécula
protonada a m/z 593.1884 [M + H]" (calcd. 593.1884), o qual foi compativel com a formula
molecular CpgH33014, além de fragmentos idnicos a m/z 447.1302 ([M -146 + H]") e m/z
327.0865 ([M -146 - 120 + H]") gerado por perdas neutras de 146 Da and 120 Da,
caracterizando a presenca de residuos de ramnose e C-glicose, respectivamente. Além disso, o
espectro *H NMR exibiu ressonancia a §7.92 e §6.93 (2H, d, J= 8.7 Hz), caracteristico para
presenca de anel para-dissubstituido, singletos a 6 6.79 e ¢ 6.68 (1H, s) relacionado com
sinais de hidrogénios aromaticos a 65.24-0.65, atribuido aos residuos de agucar. Os espectros
de RNM *H e *C mostraram acoplamentos de uma ligagdo dos hidrogénios aromaticos e
glicosidicos com seus respectivos carbonos, assim como as principais correlacdes entre oy
0.66 e oc 16.4 (metil-ramnose), o4 3.97 e & 55.6 (metoxil) junto com &y 6.68 e & 102.4, oy
6.79 e & 90.9, &4 693 e & 1156 e &4 7.92 e & 128.2, que sdo caracteristicos dos
flavonoides do tipo apigenina. Dessa forma, que a fracdo JPP era constituida pelo 2”-O-
ramnosil-eswertisina. Analise cromatografica do ESPJP permitiu sua deteccdo (Tr = 3,18
min) ao lado da UMB (Tr = 5,78 min) e CM (Tr = 11.88 min) (FIGURA 19).

Figura 19 — Cromatograma do extrato microparticulado padronizado de Justicia pectoralis
com identificagdo do novo marcador quimico por CLAE-DAD.
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Condicdes: coluna C18 (250 x 4,6 mm; 5 um), fase movel (A: tampao acetato de amonio, pH
3,4; B: acetonitrila, eluicdo isocratica, fluxo 1,0 mL/min e A =271nm, 323 nm e 277 nm. CM
= cumarina. UMB = umbeliferona.
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5.9 Avaliacdo pré-clinica do extrato seco microparticulado padronizado de Justicia

pectoralis

Os ensaios toxicolégicos e farmacologicos envolveram a avaliacdo da
citotoxicidade em neutréfilo humano e a avaliagdo da atividade anti-inflamatoria no lavado

broncoalveolar de camundongos BALB/c sensibilizados com OVA e LPS.

5.9.1 Avaliacéao da citotoxicidade em cultura priméria de neutroéfilos humano

A Figura 21 representa o efeito do ESPJP sobre a toxicidade de neutrdfilos
mensurada através da atividade da enzima LDH. Observou-se que no grupo controle ndo
houve reducdo (32,54 £+ 3,35 U/L) da viabilidade celular em relagdo ao grupo nédo tratado
(37,67 £ 3,35). Quanto ao ESPJP, verificou-se que nas concentracOes avaliadas (1; 10; 25; 50
e 100 pg/mL) ndo promoveu aumento da atividade da LDH (32,60 + 3,26; 32,66 + 3,70;
32,17 £ 2,72; 34,68 * 2,55; 38,52 + 3,32 U/L) quando comparado ao controle (32,54 + 3,35
U/L). Por outro lado, o grupo Triton X 0,2% (padrdo citotoxico) aumentou a atividade da
LDH (301 + 12,26), indicando que houve uma diminuigéo da viabilidade celular.

Figura 21 - Efeito do extrato microparticulado padronizado de Justicia pectoralis sobre a
alteracdo da permeabilidade da membrana de neutréfilos humanos determinado pela atividade
da enzima lactato desidrogenase (LDH).
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Neutréfilos (2,5 x 10° células/mL) foram incubados com ESPJP (1, 10; 25; 50 e 100 pg/mL) e
15 min depois foi avaliada a atividade da LDH. HBSS: células néo tratadas; Tx 0,2%: Triton
x-100 (0,2% v/v) — padrdo citotoxico; Controle: veiculo (DMSO 1%). Os valores estdo
expressos como media + E.P.M. As andlises foram realizadas pelo menos em triplicata e
repetidas em trés dias diferentes. a vs. HBSS, b vs Controle (p<0,05 - ANOVA e teste de
Tukey, como post hoc).
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Na Figura 22, pode ser observado que no grupo controle ndo houve diminuigéo
(92,43 + 1,69%) da viabilidade celular em relagdo ao grupo néo tratado (99,98 + 1,99%). A
adicdo do ESPJP aos neutrofilos humanos em concentragdes crescentes (1; 10; 25; 50 pug/mL)
nédo causou reducdo significativa da viabilidade celular avaliada pelo teste do MTT (99,58 +
1,43; 99,18 + 1,67; 98,86 + 1,72; 98,78 + 2,66%, respectivamente) quando comparado ao
controle (92,43 £+ 1,69%). No entanto, ESPJP quando adicionado ao meio na concentracao de
100 pg/mL promoveu um aumento na viabilidade celular em (114,8 + 3,64%) quando
comparado ao controle (92,43 + 1,69%). O triton X-100, padrdo citotdxico, reduziu a
viabilidade celular para 10,42 + 2,01%.

Figura 22 - Avaliacdo da citotoxicidade do extrato microparticulado padronizado de Justicia
pectoralis em neutrofilos humanos através do teste do MTT.
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Neutréfilos (2,5 x 10° células/mL) foram incubados com ESPJP (1, 10; 25; 50 e 100 pg/mL) e
3h depois foi avaliada a viabilidade celular através do teste do MTT. HBSS: células nao
tratadas; Tx 0,2%: Triton x-100 (0,2% v/v) — padrdo citotoxico; Controle: veiculo (DMSO
1%). Os resultados foram expressos como meédia =+ EPM. a vs HBSS; b vs controle; ¢ vs
controle (p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukey, post hoc).
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5.9.2 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria do extrato seco microparticulado
padronizado de Justicia pectoralis em modelo experimental de asma exacerbada

induzida por ovalbumina e lipopolissacarideo em camundongo BALB/c

5.9.2.1. Efeito do extrato seco microparticulado padronizado de Justicia pectoralis sobre o

acumulo de células inflamatérias no lavado broncoalveolar

Na Figura 23, pode ser observado o efeito do ESPJP sobre o acumulo de
leucdcitos totais no LBA de animais desafiados com LPS+OVA. O desafio promoveu um
aumento significativo no nimero de leucécitos lotais no LBA (31,46 + 2,74 x 10 cels/mL)
em relacdo ao grupo sham/n4o desafiado (3,52 + 0,38 x 10" cels/mL), o que corresponde a um
aumento de 8,9 vezes no numero células. O tratamento dos animais com ESPJP (100 mg/kg,
i.p.) reduziu em aproximadamente 47,6% o numero de células presentes no LBA (16,48 +
2,06 x 10* cels/mL) em relacdo ao grupo controle. O grupo dexametasona (1mg/mL, i.p.),
farmaco padrdo, que reduziu em 87% o nimero de leucécitos totais (4,12 + 2,06 x 10*
cels/mL) quando comparado ao grupo controle.

Os resultados apresentados na Figura 24 demonstrram que o desafio dos animais
com LPS+OVA provocou um perfil celular no LBA caracteristico de um modelo de asma
exarcebada com predominio de neutr6filos em relagcdo a populacdo de eosindéfilos, além da

presenca de mononucleares no foco inflamatorio.
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Figura 23 — Efeito do tratamento com extrato microparticulado padronizado de Justicia
pectoralis sobre a migracdo celular induzida por ovalbumina e lipopolissacarideo em
camundongos BALB/c.
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Contagem total de leucécitos no LBA coletado 24h ap6s o ultimo desfio. Camundongos
BALB/c (n = 5-7) foram sensibilizados e desafiados com OVA e LPS e tratados ou nédo
(grupo sham) com veiculo (DMSO 2%), ESPJP (100 mg/Kg) ou dexametasona (1 mg/kg) 30
min antes de cada desafio com LPS. O grupo sham sdo animais nao tratados e desafiados com
PBS estéril. Resultados expressos como média + erro padrdo (***p<0,001; ANOVA e Tukey,
post hoc).
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Figura 24 - Células do lavado broncoalveolar de camundongos BALB/c submetidos a indugéo
de asma através de sensibilizagdo e desafio com ovalbumina e lipopolissacarideo.
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Animais desafiados com salina (A), OVA (B), OVA e LPS (C) e tratados com dexametasona
(1 mg/kg, i.p.) (D), veiculo (DMSO 2%) (E) e ESPJP (100 mg/kg, i.p.) (F) tiveram suas
células obtdas a partir do LBA, citocentrifugadas e coradas por panético. Aumento de 60x.
Escala de 50 um. Setas vermelhas indicam eosinofilos e setas pretas sinalizam neutrofilos.
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5.9.2.2. Efeito do extrato seco microparticulado padronizado de Justicia pectoralis sobre a
atividade da enzima mieloperoxidase em tecido pulmonar de camundongos BALB/c

desafiados com ovalbumina e lipopolissacarideo.

A sensibilizacdo e desafio dos animais com OVA+LPS aumentou de maneira
significativa a atividade da MPO no grupo controle (0,56 £+ 0,11) em relacdo ao grupo sham
(0,18 + 0,01). No grupo de animais tratados com ESPJP (100 mg/Kkg, i.p.), foi observada uma
diminuicdo significativa da atividade da MPO (0,24 + 0,03) quando comparada ao grupo
controle tratado apenas com veiculo (0,56 £ 0,11). Reducdo semelhante da atividade da MPO
foi verificada também para o grupo tratado com dexametasona (1 mg/kg, i.p.) (0,19 £ 0,03)

quando comparada ao grupo controle (FIGURA 25).

Figura 25 - Efeito do tratamento com com extrato microencapsulao padronizado de Justicia
pectoralis sobre a atividade da enzima mieloperoxidadse em tecido pulmonar de animais
sensibilizados e desafiados com ovalbumina e lipolissacarideo.
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Determinagdo da enzima mieloperoxidase quantificada em homogenato de tecido pulmonar.
Camundongos BALB/c (n = 5-7) foram sensibilizados e desafiados com OVA e LPS, sendo
tratados com ESPJP (100 mg/Kg), dexametasona (0,1 mg/Kg) ou veiculo (DMSO 2%) 30 min
antes dos desafios. Resultados expressos como média * erro padrdo. a vs. Sham. b vs.
Controle. ***p<0,001; ANOVA e Tukey, post hoc).
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5.9.2.3 Efeito do extrato seco microparticulado padronizado de Justicia pectoralis sobre o
infiltrado de células e producdo de muco no pulmdo de camundongos BALB/c desafiados

com ovalbumina e lipopolissacarideo.

Como foi observada diminuicéo significativa do nimero de leucdcitos presentes
no LBA em resposta ao tratamento com ESPJP, o pulmdo foi analisado para verificar se essa
reducao se refletiu no infiltrado de células no tecido pulmonar.

A coloracdo por hematoxilina-eosina (HE) permite avaliar a presenca de células
inflamatorias no pulméo. O pulmao dos animais ndo sensibilizados e desafiados (grupo sham)
apresentou parénquima bem conservado e ndo foi observada a presenca de intenso infiltrado
de leucdcitos nas regides perivasculares e perialveolares (FIGURA 26a). No grupo de animais
sensibilizados e desafiados com OVA e LPS, observou-se um intenso e progressivo infiltrado
de células situado nas regibes peribronquiolar e perivascular, demonstrando a instalagdo do
processo inflamat6rio pulmonar caracteristico da asma (FIGURA 26b e 26c¢), quando
comparado ao grupo sham. Nos pulmdes de camundongos tratados com a droga padrdo
(dexametasona — 1 mg/Kkg, i.p.), foram encontradas poucas células inflamatorias (FIGURA
26d). O tratamento com ESPJP (100 mg/kg, i.p.) causou diminui¢do de células inflamatérias
na regido peribronquiolar, embora néo tenha sido capaz de impedir o infiltrado de leucocitos
na regido perivascular de camundongos quando comparado ao grupo sensibilizado e desafiado
com OVA e LPS (FIGURA 26f).

A funcdo do &cido periodico de Schiff (PAS) é corar glicogénio e mucina. Em
laminas coradas com PAS, ndo se observou a producdo de muco nos broquiolos de animais
tratados apenas com salina e ndo desafiados com OVA + LPS (FIGURA 27a). No grupo
controle positivo da inducdo de asma (grupo OVA — FIGURA 27b e grupo OVA e LPS —
FIGURA 27c¢), uma producdo excessiva de muco mostrou-se bastante evidente, sendo
diminuida com o tratamento com dexametasona (FIGURA 27d). O tratamento com o ESPJP
também levou a uma reducdo representativa na producdo de muco nos pulmdes de
camungongos BALB/c sensibilizados e desafiados com OVA e LPS (FIGURA 27f).
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Figura 26 - Inflamacdo em cortes histologicos de pulmdes de camindongos BALB/c
asmaticos apos diversos tratamentos.
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Animais imunizados e desafiados com OVA e OVA seguido de LPS foram sacrificados para
avaliacdo histopatoldgica no pulmdo. Fotomicrografia das vias aéreas com enfoque aos
bronquiolos coradas por HE: tratamento com salina (A), OVA (B), OVA e LPS (C),
dexametasona (D), veiculo (Tween 4%) (E) e ESPJP (F). Aumento de 40x. ESPJP: extrato
seco padronizado de Justicia pectoralis. LBP: lavado broncopulmonar. LPS: lipolissacarideo.
OVA: ovalbumina.
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Figura 27 - Producdo de muco em cortes histoldgicos de pulmdes de camindongos BALB/c
asmaticos apos diversos tratamentos.
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Animais imunizados e desafiados com OVA e OVA seguido de LPS foram sacrificados para
avaliacdo histopatoldgica no pulmdo. Fotomicrografia das vias aéreas com enfoque aos
bronquiolos coradas por PSA: tratamento com salina (A), OVA (B), OVA e LPS (C),
dexametasona (D), veiculo (Tween 4%) (E) e ESPJP (F). Aumento de 40x. ESPJP: extrato
seco padronizado de Justicia pectoralis. LBP: lavado broncopulmonar. LPS: lipolissacarideo.
OVA: ovalbumina.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo envolveu a obtengdo e padronizacdo da matéria-prima vegetal a
partir da parte aérea de Justicia pectoralis com definicdo de pardmetros boténicos para
comprovacao da autenticidade, selecdo da época de coleta e pesquisa de possivel variacao
sazonal monitorada pelos teores de marcadores bioativos. Ademais, foram realizados estudos
para otimizacdo dos métodos de producdo de extratos padronizados (liquido e
seco/microparticulado), bem como sua avaliacdo farmacoldgica em modelo experimental de
asma alérgica exacerbada.

A transformacdo de uma planta em um medicamento deve visar a preservacdo da
integridade quimica e farmacoldgica do vegetal, garantindo a constancia de sua acao biologica
e a sua seguranca de utilizacdo. Para atingir esses objetivos, a producdo de fitoterapicos
requer, necessariamente, estudos prévios e multidisciplinares, relativos aos aspectos botanico,
agrondmico, fitoquimico, farmacoldgico, toxicologico, de desenvolvimento e validacdo de
metodologias analiticas (MIGUEL; MIGUEL, 1999). O cumprimento dessas etapas €
fundamental para obtencdo de um produto final com qualidade e tecnologia agregadas
(STROHL, 2000; TOLEDO et al., 2003), além de seguranca e eficacia determinadas.

O controle de qualidade (CQ) é considerado uma das etapas de suma importancia
no desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos, propiciando a padronizagdo do material
vegetal e produtos relacionados. Diversos métodos cromatograficos que permitam a separacao
e o isolamento de substancias de um extrativo vegetal tém sido empregados tanto para o
conhecimento da composi¢do quimica de uma planta, moléculas com acdo farmacoldgica ou
acdo toxica, como também para a determinacdo de uma substancia ou grupo de substancias a
ser empregada como marcador no CQ de uma espécie medicinal (DRASAR; MORAVCOVA,
2004; LIU et al., 2007). Dentre os mais utilizados com essa finalidade, destaca-se a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de Diarrajo Diiodo — CLAE-DAD
(ZHAO et al., 2005; ZHANG et al., 2005).

Uma das etapas essencial para monitorar a qualidade de matérias-primas vegetais a
produtos acabados é a sele¢do de marcadores. Nesse sentido, estudos demonstram que quanto
maior o numero de marcadores empregados no CQ desses produtos, melhor o grau de controle
desses (LIU et al., 2007).

No presente estudo, com base em estudos anteriores realizados pelo nosso
laboratério (FONSECA, 2009) foram selecionados inicialmente como marcadores ativos para

0 CQ de fitoprodutos de J. pectoralis, a cumarina (CM) e a umbeliferona (UMB). Para tanto,
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0 método analitico (CLAE-DAD) empregado na analise dos teores de CM e UMB em
produtos derivados de J. pectoralis foi otimizado em relacdo ao estudo anteriormente
desenvolvido em nosso laboratério (FONSECA, 2010), sendo direcionado para a obtencao de
uma fase movel mais simples e de menor custo, uma vez que, devido a alteracdo da sua
composicdo, houve uma reducdo na quantidade de solventes empregados, maior facildade no
preparo, além de andlises com eluicdo isocrética e reducdo do fluxo.

Diante das mudancas realizadas em relacdo ao método anterior empregado em
nosso laboratorio, o método desenvolvido passou por processo de validacdo conforme
legislacdo vigente (ICH, 2005; BRASIL, 2010; BRASIL, 2015; BRASIL, 2017), conferindo
maior confiabilidade e aceitacdo dos resultados, aléem de estimar sua eficiéncia na rotina do
laboratério (BRITO et al., 2003; SHABIR, 2003). Na avaliacdo da especificidade do método
atual, foi observado que as demais substancias presentes no extrato hidroalcoolico de Justicia
pectoralis ndo interferiram na identificagdo e analise do teor dos marcadores (CM e UMB),
comprovando assim a especificidade do método por CLAE-DAD. Esse parametro é essencial
para viabilizar o emprego de um método analitico no CQ de extratos vegetais, que sao
matrizes complexas.

Prosseguindo os estudos, o método mostrou-se linear com coeficientes de correlacéo
acima 0,99; cumprindo assim as recomendacBes dos oOrgdos regulatério nacional e
internacional (BRASIL, 2015; 2017).

Quanto ao ensaio de precisdo, 0 método demonstrou ser preciso tanto na avaliacdo
da repetibilidade quanto na precisdo intermediaria, atendendo ao critério minimo aceitavel
pela ANVISA que é uma DPR menor que 5% (BRASIL, 2017). A precisdo de um método
analitico é considerada uma das analises mais representativas do processo de validacdo, uma
vez que pode revelar o efeito das variagfes relacionadas aos dias, analistas ou equipamentos
distintos, implicando na garantia da reprodutibilidade do método (LA ROCA et al., 2007).

A exatiddo de um método analitico determina o grau de concordancia entre o
resultado da medicéo e o valor verdadeiro da grandezaOs resultados obtidos provaram que o
método analitico foi exato, uma vez que o percentual de recuperacdo obtido se manteve entre
95,28 e 104,82%, superior aos 95% exigidos pela legislagédo vigente e apresentando DPR
menor que 5% (BRASIL, 2017). Além disso, o0 método apresentou-se robusto quanto a
pequenas variagdes nas condi¢Bes de ensaios, como pH da fase movel e temperatura da
coluna. Porém, sofrendo influencia da alteracdo do fluxo da fase mével.

Dessa forma, o novo método para analise simultanea do teor de CM e UMB em

fitoprodutos a base de J. pectoralis por CLAE-DAD, mostrou-se especifico, linear, preciso,
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exato e parcialmente robusto frente a pequenas variagcdes nas condi¢Bes analiticas a luz das
regulagbes atuais (BRASIL, 2015; 2017). A validagdo do presente método tem um papel
importante no controle/padronizacdo de fitoprodutos a base de J. pectoralis, que € essencial
desde o inicio do processo de desenvolvimento de um medicamento, uma vez que a materia-
prima vegetal afeta diretamente a fase inicial do ciclo de processamento tecnoldgico de
fitoterapicos e pode comprometer a qualidade do produto acabado, refletindo também na
seguranca e eficacia deste (SOUZA; MACIEL, 2010).

No controle de qualidade de matérias-primas vegetais, uma das etapas envolvidas
no processo € a avaliacdo da autenticidade da planta, a qual abrange analises macroscopicas e
microscopicas do 6rgdo vegetal (SIMOES, 2003). O estudo da anatomia foliar de J. pectoralis
cultivada no Horto de Plantas Medicinais da UFC, pemitiu identificar caracteristicas
anatdmicas. Dessa forma, essas informacgdes associadas a analise quimica da planta (perfil
cromatografico e analise de marcadores por CLAE) certamente contribuirdo para distingdo d e
J. pectorlais var stenophylla, das demais espécies e varidades de Justicia sp.

A anatomia observada corrobora a outros estudos farmacobotanicos (OLIVEIRA,
ANDRADE, 2000; MALHEIROS, 2012; AOYAMA,; INDRIUNAS, 2014) de plantas
medicinais do nordeste brasileiro. Ressalta-se que as caracteristicas anatdmicas possuem
maior relevancia que as morfoldgicas na caracterizacdo da espécie, ja que estas Ultimas sdo
comuns no género Justicia (KAMEYAMA, 2006).

Quanto a morfologia, Oliveira e Andrade (2000) caracterizaram duas diferentes
variedades de J. pectoralis, J. pectoralis var. stenophylla, espécie bastante relatada na
literatura, e J. pectoralis var. A, até entdo ndo identificada, além da J. gendarussa, espécie
também encontrada no Nordeste brasileiro. As duas variedades de J. pectoralis se diferenciam
pelo numero e forma das folhas enquanto que J. gendarussa difere destas pela forma das
folhas e coloracdo da nervura. J. pectoralis var. A possui menor tamanho, habito decumbente
e lamina foliar estreitamente-ovalada com base obtusa, menor nimero de ramos e folhas,
diferindo de J. pectoralis var. stenophylla que apresenta habito cespitoso e laminar foliar
estreitamente-lanceolada com base aguda. O habito subarbustivo é a caracteristica que mais
facilmente distingue J. gendarussa das outras duas variedades de J. pectoralis, seguido da
lamina foliar maior (8-1,5 cm) com base e apice cuneado. Assim, analises farmacoboténicas
confirmam ser J. pectoralis Jacq var. stenophylla Leonard a espécie estudada.

A necessidade de cultivo de espécies vegetais € uma realidade cada vez mais
crescente devido a abundante demanda por parte da inddstria farmacéutica de matéria-prima,

a grande variabilidade nos teores de principio ativo e também pelo fato de muitos espécimes
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serem autorizados pelo Sistema Unico de Satde (SUS) para a utilizacio em rede publica,
como na Farmacia Viva. Em contrapartida, surge a necessidade de desenvolvimento de
técnicas agronémicas que se relacionem com os niveis de principio ativo na planta, buscando
0 cultivo da espécie de forma comercial, bem como de tratamentos e armazenamento pos-
colheita que garantam a estabilidade quimica da matéria-prima para a expressao de todo o seu
potencial terapéutico (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRA, 2010).

O periodo da colheita de uma espécie vegetal pode constituir um parametro de
grande interferéncia no teor de substancias ativas, uma vez que nao costumam ser constantes
durante 0 ano. Da mesma forma, a idade e o estagio de desenvolvimento da planta também
sdo importantes e podem intervir tanto nos niveis totais de metabolitos produzidos como nas
proporc¢oes relativas dos seus componentes (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Através do monitoramento da variacdo de CM e UMB em espécie J. pectoralis,
no presente estudo, pode-se inferir que houve uma reducdo dos teores de UMB, chegando ao
seu menor valor, durante 0os meses de janeiro a marco. Quanto a cumarina, foram observadas
elevacdes ciclicas a cada dois ou trés meses, independentemente da época do ano. No semi-
arido brasileiro, a vegetacdo estd condicionada a uma deficiéncia hidrica relacionado tanto a
seca, que decorre da irregularidade das chuvas, quanto a outros fatores caracteristicos da
regido, como altas temperaturas e elevada intensidade luminosa, que provocam uma exaustiva
demanda evaporativa e consequente ressecamento do solo (TROVAO et al., 2007). Diante do
exposto, confirma-se que J. pectoralis apresenta variacdo sazonal nos niveis de CM e UMB.

Cumarinas constituem uma classe de metabdlitos secundarios produzida pela
planta em resposta a uma condicdo especifica, seja esta relacionada a caracteristicas de solo,
tipo e nivel de radiagdo, poluicdo atmosféricas, ou mesmo ao ataque de pragas e a incidéncia
de doencas. Desta forma, o local de cultivo, bem como as condi¢cBes ambientais a que as
plantas, incluindo as cumarinicas estdo expostas, exerce grande influéncia em suas
caracteristicas quimicas (SIMOES, 2003).

Corroborando a variabilidade quimica sazonal observada na parte aérea de J.
pectoralis, estudo realizado por Almeida (2015) mostrou que o cultivo de Mikania glomerata
e Mikania laevigata, plantas cumarinicas amplamente utilizadas no tratamento da bronquite e
tosse sob diferentes condicOes de temperatura, luminosidade e danos mecéanicos, apresentaram
significativa influéncia na composicao de seus metabdlitos secundarios como cumarina, acido
clorogénico e acido dicafeoilquinico, todos compostos fenolicos.

Dessa forma, visando contribuir com a padronizagdo de um produto derivado

obtido a partir da parte aérea de J. pectoralis, realizamos a otimizacdo do método analitico e a
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validagcdo deste para controle de qualidade da planta empregando até o momento como
marcadores a CM e a UMB. Ainda, a analise boténica realizada contribuiu para a certificacdo
e distincdo boténica da planta em relacdo a outras espécies ou variedade, e com base nos
resultados é recomendado que o tempo de cultivo da planta seja por trés meses, e a coleta
pode dar-se preferencialmente nos meses determinados de maior teor de CM e UMB.

Na escolha de um meétodo extrativo, deve-se avaliar a eficiéncia e os custos do
processo, disponibilidade dos meios para execucdo do mesmo, além da estabilidade das
substancias extraidas, considerando o produto final ao qual o estudo se propde a elaborar.
Como a composicado quimica das plantas é extremamente complexa, frequentemente ocorre
extracdo concomitante de varios compostos, farmacologicamente ativos ou ndo. Por isso, a
importancia da selecdo de marcadores no processo de desnvolvimento de produtos derivados
de plantas medicinais (SIMOES, 2003; ROCHA et al., 2008; ALVES, 2013).

Para a otimizacdo do processo extrativo em relagdo ao método anterior empregado
em nosso laboratério (FONSECA, 2009), inicialmente foram realizadas extracGes por meio de
um método simples, a maceracédo, com avaliacdo da influencia do tempo (6 h ou 24 h) sobre o
processo, e foi verificado que, quanto maior o tempo de maceracdo, maior o teor de
marcadores.

Na tentativa de incrementar ainda mais os niveis de CM e UMB na solugédo
extrativa, optou-se por investigar se outros processos mais exaustivos e/ou dindmicos como
soxhlet (6 h) e turbdlise (5 min) teriam influéncia na concentracdo desse marcadores ativos.
Ambos 0s métodos propiciaram em um menor tempo de extracdo, concentracGes equiparaveis
de marcadores em relacdo a maceragdo, mas a elevacdo da temperatura pode levar a perda de
cumarina e, embora as concentragdes de marcadores bioativos possam ser considerados
superiores em relacdo a maceracdo, tais processos nao foram eleitos pelo fato de poderem ser
dificultosos para uma extracdo em larga escala, devido a especificidade dos equipamentos.

Seguindo com os experimentos, foi verificada a atuacdo da exaustdo da droga
vegetal por meio da passagem excessiva do liquido extrator ao final do processo de
maceracdo. Foi, entdo, observado que a maceragdo seguida por esgotamento da droga vegetal
apresentou maior teor de CM e UMB, sendo 0 método escolhido para avaliagdo da influéncia
do decréscimo da porcentagem de etanol no solvente extrator (de 100% para 20% em agua)
sobre o rendimento dos marcadores, uma vez que esse foi 0 método que apresentou o0 maior
teor de marcadores. A medida que o teor de etanol no solvente extrator reduziu, as
concentragdes de CM e UMB aumentaram. Fonseca (2009) evidenciou que o baixo teor

alcoolico no solvente extrator interefere significativamente nos niveis de CM e UMB, no qual
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ele observou haver um aumento de UMB, mas ndo CM. Contraditoriamente aos dados obtidos
em nosso estudo, ha relato na literatura, que demonstra que o extrato hidroalccolico (36, 60 e
70%) preparado a partir de Mikania laevigata apresenta maior concentracdo de CM quanto
maior for a proporcao de etanol (BIAVATTI et al., 2004).

De posse dos resultados verificados, prosseguiu-se com 0s experimentos para
identificacdo da influéncia de outras variaveis para maior eficiéncia na obtencdo dos teores de
marcadores. Devido a facilidade e menor custo no processo, foi escolhido progredir-se
utilizando a maceragdo como metodo extrativo, uma vez que a maceracdo seguida por
esgotamento da droga vegetal produz ao final uma grande quantidade de extrato que necessita
passar por etapa de concentragdo, podendo agregar uma etapa de perda de marcadores devido
0 emprego da temperatura. Assim, prosseguindo o estudo investigou-se a influéncia da
variacdo na proporcao entre droga vegetal e solvente extrator. De fato, foi evidenciado que em
solugdes extrativas com uma maior propor¢do entre droga e solvente extrator (1g:15mL) ha
um aumento significativo, sobretudo, no teor de CM, quando comparado a uma menor
proporcdo (1g:7,5mL). Ademais, foi observado que a agitacdo no processo extrativo nao
aumentou significativamente a concentracdo dos marcadores.

No processo de maceragéo, o solvente penetra andentra na droga vegetal dissolvendo os
constituintes quimicos e os extraindo por difusdo. Por ser um processo descontinuo, é
necessaria a renovacdo periddica do solvente, visto que apds determinado intervalo de tempo,
a solucdo torna-se saturada (PRISTA; ALVES; MORGADO, 1996; YRJONEN, 2004). Nesse
contexto, foi inserida no precesso a percolacdo fracionada apds o términ o da maceragdo como
um segundo método de extracdo agregado, onde foi observado um aumento significativo nos
niveis de CM e UMB. Verificou-se também que 0s extratos ndo necessitam de evaporacdo do
solvente, com consequente concentracdo em estufa, o que foi favoravel, uma vez que essa
etapa pode levar a uma perda significativa das cumarinas.

Diante dos resultados obtidos, 0 método extrativo indicado para a produgdo do extrato
de J. pectoralis com base no maior teor de marcadores ativos e menor custo, compreende a
maceracdo seguida por percolacdo, tendo uma solucdo hidroalcoolica (EtOH 20%) como
liquido extrator e proporacdo entre droga vegetal (g) e solvente (mL) de 1:15. Destaca-se que
o0 atual método proporcionou um incremento no teor dos marcadores quimicos em 2,5 vezes
em relacdo ao método anterior desenvolvido no nosso laboratorio (FONSECA; SILVA,;
LEAL, 2010).

Solugdes extrativas obtidas a partir de matérias-primas vegetais, principalmente

aquosas ou hidroalcoolicas, apresentam, por vezes, baixa estabilidade. Assim, a obtencéo de
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produtos secos oriundos dessas solugdes extrativas almeja, entre outras vantagens, possibilitar
melhoria na estabilidade das preparacdes fitoterapicas (HOLZSCHUH, 2008).

A tecnologia de secagem por aspersdo (spray drying) € um dos processos mais
utilizado para produzir extratos secos a partir de extratos liquidos de plantas medicinais. Estes
pos precisam satisfazer propriedades fisico-quimicas como teor de umidade,
higroscopicidade, tamanho de particula, densidade, concentracdo de ingredientes ativos, além
de mecanicas como fluidez e compressibilidade a serem usadas em uma forma farmacéutica
solida. Adicionalmente, podem ser obtidos elevados rendimentos e boa qualidade do pé a
partir da selecdo adequada de parametros do processo (TUYEN, 2010; GALLO et al., 2011,
GALLO; BUCALA, 2018). Nesse contexto, visando agregar mais tecnologia e competividade
ao extrato de J. pectoralis frente ao mercado mundial de fitoterapicos, foi desenvolvido a
partir do extrato hidroetanolico de J. pectoralis padronizado, o extrato seco microparticulado
com auxilio de spray drying.

O extrato seco microencapsuldo de Justicia pectoralis foi otimizado a partir da
avaliacdo de diferentes condicOes de secagem que envolveu a temperatura do ar de secagem,
fluxo de alimentacdo e didmetro do bico atomizador como parametros do aparelho. O produto
obtido apresentou-se macroscopicamente na forma de um pé fino de coloragdo castanha, com
odor caracteristico da matéria-prima vegetal de origem, sendo empregado didxido de silicio
coloidal (15%) e celulose microcristalina (5%) como adjuvantes de secagem. Em estudo
anterior realizado em nosso laboratério para o desenvolvimento de um extrato
microparticulado de Justicia pectoralis (FONSECA, 2009; MOURA et al., 2017), a celulose
microcristalina e o dioxido de silicio coloidal foram os adjuvantes de secagem que forneceram
melhor caracteristicas fisicas ao extrato, sendo o segundo escolhido para o processo de
secagem. Entretanto, o teor de didxido de silicio coloidal foi superior (50%) em relacdo ao
percentual empregado no extrato seco atual (15%).

O dioxido de silico € um adjuvante de secagem extensivamente empregado no
desenvolvimento de extratos vegetais secos microparticulados, incluindo plantas cumarinicas,
como Mikania laevigata. Ademais, o dioxido de silicio tem conferido bom desempenho sobre
rendimento e caracteristicas fisicas dos p6s vegetais (PINTO, 2011; SOARES et al., 2012;
RODRIGUEZ et al., 2013).

A celulose microcristalina também apresenta vantagens na producdo de formas
farmacéuticas sélidas por sua caracteristica de ndo aderéncia, boa compressibilidade, facil
desintegracdo, alto potencial de diluigdo, além de ser inerte (TOLLER; SCHIMIDT, 2005).

Portanto, a redugdo no percentual de dioxido de silicio na producdo do extrato
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microparticulado de J. pectoralis, e a inclusdo de celulose microcristalina neste, ira
possivelmente conferir ao extrato seco da planta vantagens tecnoldgicas e possivelmente
maior seguranga.

A reducéo da quantidade de adjuvante de secagem empregado na preparacdo do extrato
microparticulado de J. pectoralis de 50% para 20% pode levar a um ganho real no rendiemnto
do processo.

A producéo industrial de extratos secos estaveis e com boas propriedades de fluxo
¢ um grande desafio para a industria de fitomedicamentos. Portanto, em um método de
secagem, devem-se evitar alteracGes indesejaveis e manter a qualidade do produto, sendo
necessario avaliar o efeito dos pardmetros operacionais nas propriedades fisicas dos pds, para
auxiliar na identificacdo das condi¢bes 6timas de secagem e seu efeito sobre caracteristicas
das particulas (LEON-MARTINEZ; MENDEZ-LAGUNAS; RODRIGUEZ-RAMIREZ,
2010). Na avaliacdo dos parametros do processo de secagem referente ao aparelho (fluxo de
alimentacéo, temperatura do ar de secagem e didmetro do bico atomizador), ndo foi observada
influencia significativa entre os teores de umidade, marcadores ou rendimento obtidos.

Diante dos resultados obtidos, e no sentido de avaliar se 0 ESPJP desenvolvido
possui caracteristicas fisico-quimicas e morfoldgicas de interesse farmacéutico, este foi
submetido a analise de indices reolégicos, higroscopicidade, quantificacdo dos marcadores e
MEV.

A densidade de um po6 estd diretamente ligada a estrutura das particulas e,
consequentemente, ao comportamento do pé durante o processo de compressdo. A densidade
aparente e de compactacdo do ESPJP foram de 0,20 e 0,24 g/mL, respectivamente. Os valores
de densidade encontrados estdo préximo aos de outros extratos microparticulados (0,18 e 0,19
g/mL para valores de densidade aparente e 0,23 e 0,28 g/mL para valores de densidade
compactada) desenvolvidos em nosso laboratério (FONSECA, 2009; ARARUNA, 2013) e
com valor mais baixo que o observado em outras espécies vegetais, incluindo Mikania
laevigata (0,46 g/mL), uma planta que contém cumarina (SOARES et al., 2005; PINTO et al.,
2017).

No estudo da reologia, fatores como o indice de Carr (IC), fator de Hausner (FH)
e angulo de repouso sdo parametros vinculados, indiretamente, a facilidade de escoamento do
po, uma vez que, quanto mais arredondada é uma particula, menores serdo os espacos de ar
dentro das misturas de pos, facilitando assim o seu rolamento e consequentemente seu
escoamento (WELLS, 2005).
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Quanto ao indice de Carr, fator de Hausner e angulo de repouso, os valores
encontrados para o ESPJP foram de 17,14%, 1,17 e 28°, respectivamente. Valores no indice
de Carr menores que 20%, fator de Hausner entre 1,12-1,18 sdo indicativos de uma boa
fluidez do po e angulo de repouso entre 25 e 30° sdo indicativos de uma excelente fluidez
(USP, 2012). Portanto, o ESPJP mostrou-se apropriado quanto as suas caracteristicas
reoldgicas para o desenvolvimento de formas solidas a patir dele.

A determinacdo da umidade residual (UR) € um ensaio de grande relevancia do ponto
de vista tecnologico para producdo de fitoterapicos. Baixo teor de umidade facilita a
conservacao dos produtos, favorecendo uma maior estabilidade quimica e microbioldgica para
armazenagem. A UR encontrada para o ESPJP foi 6,23 = 0,85%, dentro da faixa apropriada,
ou seja, entre 3 e 7 % (CARDOSO, 2009; SOLLOHUB; CAL, 2010; COUTO et al., 2011),
muito embora a Farmacopeia Brasileira (2010) considera satisfatério um valor de 5% de
umidade. O teor de umidade de um pé vegetal reflete sobre a higroscopicidade do pé obtido
frente a elevada umidade relativa (75%), indicando quanto menor teor de umidade do po,
maior é sua tendéncia a absorver umidade (MUZAFFAR; DINKARRAO; KUMAR, 2016).
Esta andlise é importante por representar a estabilidade fisica do produto obtido,
possibilitando conhecer o seu comportamento e as condi¢cbes ambientais ideais para a
producdo, armazenamento e transporte (VASCONCELOS et al., 2005; MENDEZ et al.,
2011). Nesse contexto, 0 ESPJP mostrou uma UR satisfatoria em relagdo a algumas literaturas
especializadas, e muito préxima as especificacbes farmacopéicas (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; USP, 2012). Um aspecto positivo é que o0 ESPJP mesmo com uma UR
acima de 5%, ndo mostrou uma natureza higroscépica quanto avaliado em condi¢des variadas
de higroscopicidades (8; 32,5 e 75%).

ESPJP, apds quantificacdo da concentracdo de marcadores quimicos com emprego
de metodologia validada (CLAE-DAD), apresentou teor de cumarina (21,10 + 0,014 mg/g)
2,5 vezes superior ao obtido anteriormente (8,49 + 0,20 mg/g) por nosso grupo de pesquisa
(FONSECA, 2009), embora os niveis de umbeliferona (1,74 + 0,20 mg/g) tenha sido reduzido
pela metade. O rendimento real do processo de secagem (59,45 + 1,78%) foi semelhante ao
obtido por Fonseca (2009).

Embora CM e UMB sejam quimicamente semelhantes, UMB se mostrou bem
mais sensivel as condi¢des de secagem adotadas na microencapsulagdo do extrato. Os dados
obtidos evidenciam a necessidade de estudo adicional, possivelmente com novo planejamento
experimental, visando incrementar o teor de UMB, sem que haja a reduacgao do teor de CM.

Isso é possivel diante dos resultados obtidos no planejamento fatorial empregado no presente
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estudo (CM: 19,79 mg/g; UMB: 1,69 mg/g) mostrando que se pode e que hd meios para se
trabalhar melhor as condi¢des de secagem.

A morfologia é uma caracteristica determinante do comportamento de particulas
solidas, pois muitas de suas propriedades fisicas e quimicas dependem da sua forma e da
geometria da superficie. Assim, sua caracterizacdo morfoldgica € de grande importancia na
tecnologia farmacéutica, em formulagdes intermedidrias ou finais, sendo sua forma
considerada um fator critico para algumas etapas de producdo como a encapsulacéo e,
especialmente, no revestimento de peletts (WALTON; MUMFORD, 1999; AULTON, 2002).

As microcépsulas do ESPJP observadas através de fotomicrografias obtidas por
MEV apresentaram formato esférico, 0 que é caracteristico das particulas produzidas pelo
processo de spray drying, sendo suas superficies predominantemente rugosas. Quanto mais
arredondada é uma particula, menores serdo os espagos de ar dentro das misturas de pds,
facilitando assim o seu rolamento e consequentemente seu escoamento (WELLS, 2005). Além
disso, favorecem uma rapida dissolucdo, melhorando, assim, a atividade terapéutica do
produto formulado (VITALI et al., 2008; TONON; BRABET; HUBINGER, 2009).

Diante dos resultados obtidos o ESPJP mostrou forma esférica e superficie irregular,
mas que ndo apresenta rachaduras, fissuras ou rompimentos com didmetro de particula de 10
pm.

O extrato padronizado microparticulado de Justicia pectoralis (ESPJP) foi
facilmente incorporado a uma solucdo de xarope base, confirmando que suas boas
caracteristicas fisico-quimicas observadas contribuem para o seu emprego em fitoterapicos,
obtendo uma concentracao final de 0,75%.

Como CM e UMB ja possuem diversas atividades farmacoldgicas (LEAL,;
SILVA; VIANA, 2017) relatadas e que corroboram os usos medicinais de J. pectoralis,
resolveu-se investir em um terceiro marcador quimico para agregar maior confiabilidade ao
controle de qualidade de produtos originarios dessa espécie.

Observando o perfil cromatografico do ESPJP, este foi submetido a suscessivas
analises cromatogréaficas (CLAE-DAD) até a elucidacdo da natureza quimica de mais um pico
cromatogréafico (Tr = 3,18 min). Esse estudo permitiu a elucidacdo de estrutura de um novo
marcador quimico, a 2”-O-ramnosil-eswertisina, um diglicosideo flavonico descrito
anteriormente em J. pectoralis por Joseph et al. (1988), que possui efeito antinociceptivo
comprovado em modelos experimentais de inflamacéo cronica e dor neuropaticaem ratos
(QUINTAO et al., 2012). Os dados de RMN obtidos no presente estudo foram compativeis
com os publicados anteriormente para este composto (BLOOR, 1999). Diante dos resultados
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obtidos, 0 novo ESPJP passa a possuir trés marcadores ativos para o controle de qualidade
deste, a CM, UMB e 2”-O-ramnosil-eswertisina.

Estudos anteriores (LINO, 1995; LINO; VIANA; MATOS, 1997; LEAL et al.,
2000; RODRIGUEZ CHANFRAU et al., 2008a; 2008b; FONSECA, 2009; VENANCIAO et
al., 2011; LOCKLEARA et al., 2010; MOURA et al., 2017), a maior parte desses realizados
pelo nosso grupo de pesquisa, determinaram vérias atividades farmacoldgicas de Justicia
pectoralis como ansiolitica, sedativa, anticonvulsivante, analgésica, espasmolitica, anti-
inflamatdria e antiasmatica para extratos hidroetanolicos obtidos sob diferentes métodos
extrativos em relacdo ao atual, ou constituintes quimicos da planta. No presente estudo, 0s
resultados obtidos até 0 momento padronizou o desenvolvimento do extrato da planta desde o
cultivo até a obtencdo de um produto final. Dessa forma, é essencial avaliarmos se 0 novo
fitoproduto, em particular o novo extrato microparticulado de J. pectoralis possui
propriedades farmacoldgicas de interesse para o tratamento da asma.

Na avaliacdo da citotoxicidade do ESPJP em neutré6filos humanos, verificou-se
que nas concentragbes avaliadas (1 - 100 pg/mL) ndo houve aumento significativo da
atividade da LDH, quando comparado ao grupo controle, sugerindo, portanto, uma auséncia
de citotoxicidade do produto por alteracdo na permeabilidade da membrana plasmatica.

No teste do MTT, ESPJP nas concentragdes avaliadas (1 - 50 pg/mL) ndo reduziu
significativamente na viabilidade celular de neutr6filos humanos em relacdo ao grupo
controle, sugerindo uma auséncia de citotoxidade sobre o metabolismo celular,
particularmente relacionado a atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase. O
ESPJP na maior concentragdo (100 pug/mL) aumentou em 114% a viabilidade celular, quando
comparado ao grupo controle. Devido a especificidade do teste em quantificar a acdo de uma
Unica organela, a mitocdndria, e ao fato de que as células geralmente apresentam ndmero
variavel desta, sendo proporcional a atividade metabdlica de cada célula, o resultado pode
significar um aumento da atividade enziméatica por um ndmero menor de células
(CARVALHO, 2010).

Fonseca (2009) e Alves (2010) demonstraram que outro extrato seco padronizado
formulado em nosso laboratorio também ndo foi capaz de alterar a viabilidade celular de
neutrofilos humano, mensurado pela atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) e pelo
teste do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetraz6lio (MTT), mas que um dos seus
constituintes quimicos, a UMB (100 pg/mL), aumentou a atividade da LDH (ALVES, 2010).

J. pectoralis é indicada para o tratamento de patologias respiratdrias como a asma
por programas publicos de fitoterapia, como a Farmacia Viva, e tmabém o Formulério de
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Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira. Asma é uma doenca inflamatoria cronica das vias
aéreas que afeta cerca de 18% da populagdo mundial, manifestando-se clinicamente por
episodios recorrentes de dispneia, sibilancia, constri¢do toracica e tosse. E caracterizada por
hiper-responsividade brénquica, aumento da secrecdo de muco e obstrugédo variavel do fluxo
aereo, reversivel espontaneamente ou com o tratamento (GINA, 2018).

Nos animais tratados com ESPJP, a quantidade de células inflamatdrias totais
presentes no lavado broncoalveolar em modelo experimental de asma exacerbada foi menor
em relacdo ao grupo controle, demonstrando a capacidade do extrato em interferir no processo
de migracdo celular. A OVA leva ao desencadeamento de véarios sintomas da asma como
intenso infiltrado de células inflamatorias no pulméo, liberacdo de mediadores inflamatdrios,
elevada producdo de muco e citocinas do perfil Tp2 (FACINCONE et al., 1997,
MURAKAMI et al., 2007). Ja o LPS é um dos mais fatores pro-inflamatorios mais potentes e
pode induzir inflamacdo pulmonar aguda e até mesmo lesdo pulmonar(COOKSON;
MOFFATT, 1997).

Para avaliar se a reducdo das células inflamatorias no LBA de camundongos
BALB/c tratados com ESPJP também se refletia sobre o parénquima pulmonar, foram
investigados cortes hitolégicos dos pulmdes desses animais corados com HE. O ESPJP foi
capaz de diminuir o infiltrado de leucdcitos no paréquima pulmonar, contudo, estudos
adicionais para investigacdo do mecanismo pelo qual o extrato atua s&o necessarios.

A administracdo do ESPJP foi capaz de produzir uma reducdo significativa da
atividade da MPO em relacdo ao grupo controle, em um valor semelhante ao da
dexametasona. Contudo, estudos mais aprofundados seriam necessarios para afirmar qual o
mecanismo de ag@o envolvido na supressdo da atividade da MPO. A inibicdo do quadro
inflamatdrio apo6s a utilizacdo de dexametasona em modelo de asma é bem descrita na
literatura, sendo capaz de diminuir a migracdo de leucdcitos para o pulméo, em especial de
eosinofilos, assim como o infiltrado inflamatoério no pulmdo (HAMELMANN; SCHLEIMER,
2003; JUNGSUWADEE et al. 2004a; 2014b).

O aumento excessivo da producdo de muco € uma das caracteristicas mais
importantes do processo inflamatdrio observado no epitélio brénguico de pacientes com asma,
0 que pode acarretar na obstrucdo das vias aéreas inferiores e insuficiéncia da capacidade
respiratoria, motivo comum de oObitos na asma grave (FAHY et al., 2002). Dentre o0s
mediadores inflamatérios envolvidos na hipersecrecdo bronquica de muco, a IL-13
desempenha um importante papel, sendo indutora da producéo e secercdo de muco por células

caliciformes e formacdo de fibrose subepitelial nos pulmdes. Agrava esse quadro de
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hipersecrecdo, a presenca de varios subprodutos de eosinofilos como o CysLTs, PAF e ECP
(LIU et al., 1998; SHIMIZU et al., 2000; 2003; KELLER et al., 2006).

A anélise histologica do pulmdo de animais sensibilizados e desafiados com
OVA+LPS, revelou que o tratamento desses com ESPJP promoveu uma reducdo na producao
de muco. Com base em estudos anteriores (SENRA, 2007; VASCONCELOS et al., 2009),
pelo menos parte desse efeito estd possivelmente realacionado a presenca de UMB no extrato,
considerando que este derivado cumarinico mostrou abilidade para reduzir significativamente
a concentracao de IL-13 no LBA de camundongos Balb/c asmaticos.

Diante dos resultados obtidos, o novo ESPJP demonstrou baixa citotoxicidade em
neutréfilos humano e potencial anti-inflamatério relacionado pelo menos em parte a reducéo
do acumulo de células inflamatdrias no LBA de animais com asma exacerbada, além reducéo
na producédo e/ou secrecdo de muco por células caliciformes do epitélio brénquico pulmonar.
Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para avaliar dentre outros aspectos, a seguranca
in vivo desse insumo farmacéutico ativo, bem como melhor descricdo do mecanismo de acéo

anti-inflamatoria em modelo de asma exacerbada.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo farmacéutico e farmacoldgico de Justicia

pectoralis permitiram as seguintes conclusdes:

O método analitico (CLAE-DAD) desenvolvido para a determinacdo quantitativa dos
marcadores ativos, cumarina (CM) e umbeliferona (UMB), em produtos derivados da
planta foi otimizado e validado, mostrando-se especifico, linear, preciso, exato e
robusto para pequenas variaces no pH da fase movel e temperatura da coluna;

A andlise botanica das folhas de J. pectoralis confirmou a espécie em estudo, ndo
sendo visualizadas novas estruturas em relacao as j& descritas na literatura. No terceiro
més de vida, a planta ja possui elevados teores de marcadores, podendo ser empregada
para a producdo de derivados e que também possui influéncia sazonal;

O método extrativo de obtengdo do extrato hidroetandlico de J. pectoralis foi
otimizado, proporcionando um produto derivado com maior teor de ativos (CM e
UMB) e menor custo, quando produzido por: maceracdo por 24h seguida por
percolacéo fracionada, proporcdo droga:solvente (p/v) de 1:15mL, empregando como
solvente etanol a 20% em agua;

Foi desenvolvido e caracterizado o extrato seco microparticulado de J. pectoralis por
spray drying (ESPJP), que mostrou caracteristicas fisicas, quimicas e morfoldgicas de
interesse para um insumo farmacéutico vegetal ativo, mostrando indices reoldgicos,
umidade residual e grau de higroscopicidade de acordo, além de morfologia esférica,
determinada por MEV;

Foi determinada a natureza quimica de um novo marcador para o controle de
qualidade do extrato seco microparticulado de J. pectoralis, o 2”-O-ramnosil-
eswertisina, diglicosideo flavénico, detectado pelo método analitico (CLAE-DAD)
validado.

O ESPJP ndo mostrou toxicidade em neutrofilo humano e apresentou efeito anti-
inflamatdrio em modelo experimental de asma exacerbada em camundongos BALB/c,
ao reduzir o acumulo de células inflamatorias no lavado broncoalveolar (LBA) dos
animais, ratificada pela reducdo da atividade da mieloperoxidase no LBA; além da
reducdo na producdo e/ou secrecdo de muco por células caliciformes do epitélio

brénquico determinada por analises histoldgicas.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo permitiu definir processos, otimizar métodos e estabelecer
especificacOes para o controle de qualidade (CQ) da planta in natura e do produto derivado de
Justicia pectoralis (chambd)/extrato seco microparticulado, observando desde aspectos
relacionados ao cultivo da planta. Ademais, foi indicado de maneira inédita um novo
marcador para 0 CQ do extrato seco de J. pectoralis, o flavonoide 2”-O-ramnosil-eswertisina,
ao lado das cumarinas (CM e UMB). Por fim, o extrato microparticulado mostrou atividade
anti-inflamatoria em modelo experimental de asma, e foi empregado como matéria-prima
ativa na formulacéo do novo Xarope de chambé padronizado (0,75%). Estudos adicionais sdo
ainda necessarios,visando dentre outros aspectos melhor descricdo da seguranca do novo

insumo farmacéutico ativo e fitoterapico, bem como do mecanismo de acao anti-asmatica
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