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RESUMO

A Cecropia glaziovii Sneth, popularmente conhecida como embauba, é
utilizada na medicina popular visando os efeitos diurético, anti-
hipertensivo, antiinflamatorio, expectorante, antiasmatico e antitérmico.
Esta planta é principalmente encontrada em areas de reflorestamento e
na Mata Atlantica brasileira. O presente trabalho tem como objetivo a
padronizacdo de solugdes extrativas de Cecropia glaziovii e posterior-
mente realizar um estudo preliminar para a encapsulagdo dos extratos
padronizados em um sistema microestruturado. A influéncia dos fatores
tecnoldgicos como teor etandlico, tempo e temperatura sobre a extracao
de compostos fendlicos foi avaliada para os métodos estudados, macera-
¢do e decoccdo. As solugdes foram preparadas utilizando delineamento
fatorial 2 com ponto central e avaliadas quanto ao seu residuo seco, pH,
teor de fenolicos totais, teor de &cido clorogénico e acido cafeico, sendo
estas duas substancias consideradas como marcadores quimicos e dose-
ados por metodologia validada de CLAE. Os extratos obtidos com 20%
de etanol apresentaram elevada concentracdo de cido cafeico, substan-
cia que praticamente ndo esta presente nas outras solucfes extrativas.
Em funcdo deste resultado, foram realizados estudos para avaliacdo da
influéncia da temperatura e da presenca de conservante sobre os teores
dos marcadores quimicos durante o processo extrativo, sendo para isto
elaborados dois delineamentos fatoriais 2°. A atividade dos extratos
brutos no tratamento do diabetes e da hipertenséao foi avaliada. Os extra-
tos obtidos por maceracdo foram efetivos na reducdo da glicemia em
ratos hiperglicémicos e apresentaram surpreendente atividade vasorrela-
xadora. A atividade farmacoldgica serviu como fator de escolha dos
extratos a serem microencapsulados em sistema polimérico, utilizando a
técnica de dupla emulsdo (A/O/A) com evaporacao/extracdo do solven-
te. Para avaliacdo da interferéncia dos diferentes fatores na formulacéo
das microparticulas foi utilizado o delineamento fatorial 2*. As micro-
particulas foram avaliadas quanto ao seu rendimento, formacéo, aparén-
cia, tamanho e eficiéncia de encapsulagéo.

Palavras-chave Cecropia glaziovii Sneth, microparticulas, &cido cloro-
génico, acido cafeico, atividade anti-diabética, extrato padronizado, vaso
dilatador.



ABSTRACT

Cecropia glaziovii Sneth, known as embalba, is used in folk medicine
as diuretic, antihypertensive, anti-inflammatory, expectorant, as relief
for asthma and fever. This plant is mainly found in reforestation areas
and Brazilian Atlantic Rain Forest. The present work aims to develop
Cecropia glaziovii padronized extracts and lately perform preliminary
extracts encapsulation in microstructured system. The influence of some
technological factors as ethanol concentration, time and temperature
extraction above phenolic compounds was evaluated in studied methods,
maceration and decoction. The extractive solutions were prepared em-
ploying a 22 factorial design with central point and evaluated as dry
residue, pH, total phenolics content, chlorogenic and caffeic acids con-
centration, both considered as chemical markers and the assay was car-
ried out by HPLC validated methodology. In the 20% ethanolic extracts
a great amount of caffeic acid was observed, compound that was not
detected in the extracts with higher ethanolic concentrations. In order to
investigate this result, the influence of temperature and the presence of a
preservative on chemical markers content during extraction process
were evaluated according to a two 2° factorial designs. The antidiabetic
and antihypertensive activity of the extracts were evaluated. The ex-
tracts obtained by maceration reduced glucose level on blood samples in
hyperglycemic rats and showed surprisingly vasodilator activity. The
pharmacological activity was used as a factor to choose the extracts for
microencapsulation in polymeric system, using double emulsion tech-
nigque (W/O/W) with solvent evaporation/extraction. In order to investi-
gate the influence of different factors in microparticles formulation a 2*
factorial design was performed. Microparticles were evaluated as yield,
formation, aspect, size and encapsulation efficiency.

Keywords Cecropia glaziovii Sneth, microparticles, chlorogenic acid,
caffeic acid, antidiabetics activity, standard extract, vasodilator.
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APRESENTACAO

Entre as doengas ndo transmissiveis de maior impacto sobre o
SUS encontram-se 0 Diabetes melito e a hipertensdo arterial (OPAS,
2004). O tratamento destas patologias cronicas necessita de atencdo
prioritaria quanto ao desenvolvimento cientifico, tecnoldgico e de ino-
vacgdo, visando diminuir custos e qualificar as condigdes de vida da po-
pulacdo. Como estratégias de prevencdo, incluem-se a educagdo e modi-
ficaces do estilo de vida da populacdo, complementadas por terapias
medicamentosas, quando necessario (SBD, 2007; SBH, 2002).

Vérios segmentos da populagdo utilizam plantas medicinais como
adjuvantes ao tratamento de diversas patologias (VEIGA JUNIOR,
2005). Entre as espécies nativas do Estado de Santa Catarina, destaca-se
a Cecropia glaziovii Sneth, amplamente utilizada na medicina tradicio-
nal na forma de infusdo (cha) como anti-hipertensiva, cardioténica, anti-
inflamatdrio, expectorante, antiasmatico e antitérmico. Sua atividade
hipotensora foi comprovada em humanos e os resultados de sua toxici-
dade aguda e cronica foram considerados promissores (LIMA-
LANDMAN, 2007; NINAHUAMAN, 2007; STANGE, 2009).

Contudo, a possibilidade de variagdo na composi¢do e nos teores
dos constituintes ativos a partir deste tipo de preparacéo, aliada aos ris-
cos inerentes a utilizagdo de um produto ndo padronizado, conduz a
necessidade de estudos fitoquimicos, toxicoldgicos, farmacoldgicos e
tecnologicos.

O desenvolvimento de um extrato padronizado, através da utili-
zacdo de técnicas apropriadas e de substancias auxiliares ou adjuvantes,
viria conferir qualidade ao produto intermedidrio, aspecto essencial para
garantir um produto final estavel, seguro e terapeuticamente eficaz.

Por outro lado, a deciséo sobre o tipo de forma farmacéutica onde
um farmaco sera incluido envolve a avaliacdo de sistemas que possibili-
tem o maior aproveitamento do potencial terapéutico do mesmo. Parti-
cularidades que poderiam comprometer a eficacia do tratamento, tais
como irregularidade de absorcdo, toxicidade elevada, estreita faixa tera-
péutica, rapida metabolizacdo ou ainda utilizagdo em esquemas terapéu-
ticos de longa duragdo devem ser consideradas. Em se tratando de ad-
ministracdo rotineira, como é o caso de agentes hipoglicemiantes
(CHEN, 1998), a via oral representa uma estratégia adequada para libe-
racdo de farmacos, evitando o inconveniente da dor e de possiveis con-
sequéncias indesejaveis apds aplicacdes invasivas (ANSEL, 2007
AULTON, 2005). No entanto, a administracdo oral de farmacos consti-
tui-se num grande desafio, uma vez que a biodisponibilidade por esta
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via é complexa. A pesquisa e o desenvolvimento de sistemas cada vez
mais adequados para veicular fArmacos pela via oral é uma necessidade
gue se impde aqueles envolvidos com a pesquisa e 0 desenvolvimento
de medicamentos (ANSEL, 2007). A obtencdo de sistemas terapéuticos
capazes de modular a liberacdo de farmacos tem constituido, nos ulti-
mOos anos, uma estratégia promissora para a melhoria do perfil biofar-
macéutico de medicamentos.

As microparticulas sdo sistemas farmacéuticos altamente reco-
mendados para o tratamento de patologias cronicas devido a elevada
capacidade de controle de liberacdo do farmaco, o que acarreta um pro-
longamento da manutengdo da concentracdo plasméatica em niveis tera-
péuticos, reducdo de flutuagdes das concentracfes séricas dos farmacos
e, consequentemente, uma reducdo do nimero de doses diarias (RAVI
KUMAR, 2000).

Assim, com o objetivo de aliar-se a estratégia promissora dos sis-
temas microestruturados quanto a melhoria do perfil biofarmacéutico e o
potencial terapéutico de uma planta tradicionalmente utilizada para o
tratamento da Hipertensdo Arterial e Diabetes melito, esta linha de pes-
quisa propde o desenvolvimento de sistemas fitoterapicos microestrutu-
rados contendo extratos da espécie Cecropia glaziovii Sneth. Além das
vantagens biofarmacéuticas, esses sistemas terapéuticos constituiriam
uma inovagdo tecnoldgica em nivel mundial, considerando a quase ine-
xisténcia de investigacdo cientifica constatada na literatura para a asso-
ciacdo de extratos vegetais e sistemas microestruturados.

Dentro deste contexto, este trabalho visou inicialmente o desen-
volvimento extratos padronizados de C. glaziovii de forma a maximizar
sua atividade anti-diabética e hipoglicemiante. Para isto, um planeja-
mento experimental foi conduzido para estudar a influéncia dos fatores
envolvidos na extracdo, entre eles método de extracdo, tempo, liquido
extrator, temperatura, e a possivel interacdo entre eles. Como marcado-
res analiticos e bioldgicos foram selecionados os acidos fenodlicos, por
sua abundéncia e conhecida atividade tanto no Diabetes melito como na
Hipertensdo arterial. O biomonitoramento dos extratos e marcadores
para ambas as atividades foi considerado como o principal critério de
selecdo de um ou mais extratos para os estudos de microencapsulacao.
Dentro desta proposta ainda foi realizado um estudo preliminar de mi-
croencapsulacdo dos extratos selecionados, utilizando para isto o poli-
mero Eudragit® RS100.
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REVISAO DA LITERATURA

A flora americana representa a mais rica do mundo com relacéo a
atividade farmacoldgica, sendo varias espécies levadas para Europa a
partir do século XVI. Ainda hoje o Brasil permanece como um impor-
tante fornecedor de matéria-prima vegetal para 0 mercado farmacéutico
internacional, além da sua populacédo tanto rural quanto urbana, utilizar
essas plantas como medicacéo caseira (BRANDAO, 2008).

O género Cecropia proveniente da familia Urticaceae (HADIAH,
2008; SYTSMA, 2002), é considerado pioneiro e a sua presenca em
florestas primérias é limitada a grandes espacos em formacdo, sendo
mais comum em florestas perturbadas ou areas de reflorestamento
(PAULILO, 2007).

As principais aplicagOes populares de espécies de Cecropia sdo
na medicina tradicional, destacando-se o uso das folhas, além de cascas
e brotos. De maneira geral, este género é usado no tratamento de pro-
blemas respiratérios, como tosse, asma e bronquite, pressao alta, diabe-
tes, inflamacdes, além de empregado como diurético e cardiot6nico (DI
STASI, 2002; LORENZI, 2008; MORS, 2000; PIO CORREA, 1978;
SIMOES, 1998). Esta relevancia pode ser comprovada pela inclus&o de
Cecropia hololeuca, identificada como imbauba, na 12 edicéo da Phar-
macopeia Brasileira (PHARMACOPEIA, 1926).

Vaérias espécies deste género vém sendo utilizadas como plantas
medicinais. A Cecropia hololeuca é citada como adjuvante no tratamen-
to da maléria, em casos de febre alta e sintomas neurolégicos, além de
outros tratamentos: diurética, anti-hipertensiva, sedativa, refrescante,
antiinflamatéria, expectorante, antiasmatica, supressdo da tosse, anti-
térmica (BOTSARIS, 2007). Cecropia peltata usada no tratamento do
diabetes, apesar do mecanismo de acdo ainda ndo ter sido elucidado
(ANDRADE-CETTO, 2006).

Em 2001 Andrade-Cetto e col. relataram o preparo de extratos
com as folhas de Cecropia obtusifolia, planta usada tradicionalmente
para o tratamento do diabetes, os quais diminuiram a concentracdo
plasmética de glicose em ratos com diabetes induzido por estreptozoto-
cina. O maior constituinte desses extratos foi identificado como sendo o
acido clorogénico, composto também presente no café e outros vegetais
e que apresentaram efeito hipoglicemiante (ANDRADE-CETTO, 2007;
HERRERA-ARELLANO, 2004; JOHNSTON, 2003).
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Cecropia glaziovii Sneth

A Cecropia glaziovii Sneth. é utilizada pela popula¢do como hi-
potensora, cardiotnica, diurética, anti-diabética, antiasmatica e na
bronquite (NICOLAU, 1988 apud HEBERLE, 2000).

Em 1986 a Ceme (Central de Medicamentos) definiu o elenco fi-
nal de 74 espécies vegetais medicinais, selecionadas para a realizagéo
dos estudos farmacoldgicos pré-clinicos, clinicos e toxicologicos, pelo
Programa de Pesquisas de Plantas Medicinais (PPPM). Essas plantas
serviriam para o tratamento alternativo ou auxiliar de doencas da popu-
lacdo brasileira. A Cecropia glaziovii foi uma destas espécies seleciona-
das. Em 1991, o PPPM publicou um folder confirmando as a¢des hipo-
tensora e anti-hipertensiva da C. glaziovii, bem como a inexisténcia de
efeito toxico (BRASIL, 2006).

Numa prospeccdo fitoquimica da Cecropia glaziovii Sneth ja foi
relatada a presenca de polifendis, taninos, esteréides, triterpenos, flavo-
noides e saponinas nas amostras avaliadas em diferentes épocas do ano
(LUENGAS-CAICEDO, 2007).

Alguns estudos farmacoldgicos desenvolvidos no Brasil foram
realizados com a espécie C. glaziovii Sneth, indicando que o extrato
aquoso apresentou efeitos broncodilatador (DELARCINA JUNIOR,
2007), anti-hipertensivo (LIMA-LANDMAN, 2007) e antidepressivo
(ROCHA, 2007), provavelmente atribuidos aos compostos majoritarios
catequinas, procianidinas e flavondides presentes nesse extrato (TANA-
E, 2007). Estes dois ultimos compostos também foram os responsaveis
por comprovar a a¢do anti-hipertensiva dessa espécie em estudo de Lu-
engas-Caicedo (2002), desenvolvido com animais e humanos.

Compostos polifenolicos

Os compostos fendlicos ou simplesmente polifendis, sdo um dos
mais importantes grupos de substancias que ocorrem em plantas, fazen-
do parte do seu metabolismo secundario, 0s quais apresentam como
caracteristica principal a presenca de multiplos grupos funcionais do
tipo fenol. Exercem papel importante na morfologia e fisiologia vege-
tais, na medida em que estdo relacionados a diversos aspectos do cres-
cimento, reproducdo vegetal e defesa contra infec¢fes e danos, princi-
palmente contra estresse fotossintético e formagdo de espécies reativas
de oxigénio. Baseado em sua estrutura quimica, os polifendis podem ser
divididos em pelo menos dez diferentes classes, sendo que as principais
sdo os flavonoides, taninos e acidos fendlicos e derivados (tanto benzéi-
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cos quanto cinamicos) com mais de 5000 compostos ja descritos
(MAURICIO, 2006; PYRZYNSKA, 2009).

A susceptibilidade a degradacao dos compostos fenélicos estrutu-
ralmente diferentes de plantas depende fortemente do pH e da estrutura
do fenol (FRIEDMAN, 2000).

A constante de dissociacdo acidica (pKa) dos éacidos fendlicos é
um parametro fisico-quimico biologicamente importante no que diz
respeito a suas caracteristicas farmacocinéticas e de toxicidade pois
constitui um dado importante para entender certos fenémenos quimicos
como a atividade e a taxa de reacdo, absorcao bioldgica e ligagdo a re-
ceptores em nivel molecular (BELTRAN, 2003; HERRERO-
MARTINEZ, 2008). Vérias moléculas biologicamente ativas estéo
completamente ou parcialmente ionizadas em pH fisioldgico e sabe-se
gue a presenca de grupos ionizados é necessaria para a atividade biol6-
gica, solubilidade ou ambos (OZKORUCUKLU, 2009).

O‘Q#coon—c PKs HUp’H‘COO FKe oé}n coo PKs- pn coo

Figura 1. Equilibrio protolitico de acidos polifenclicos
(BELTRAN, 2003)

Os acidos fendlicos ja foram amplamente estudados, tendo sido
demonstradas a atividade antiinflamatdria, anticarcinogénica e antimu-
tagénica, protecdo contra doengas cardiovasculares devido a agéo antio-
xidante entre outros (DINIZ, 2007; MOTA, 2008).

Além dos efeitos antioxidantes dos compostos fendlicos, vem
aumentando as pesquisas relacionadas aos seus efeitos de alterar a ab-
sor¢do de glicose no intestino, sob os mais variados mecanismos de
acdo, bem como o metabolismo de carboidratos (JOHNSTON, 2003;
WANG, 2008).

O primeiro representante de interesse desta classe é o &cido cafei-
co (ACF), que apresenta dois grupos OH fendlicos. Quimicamente co-
nhecido como &cido 3,4-diidroxicindmico, apresenta férmula estrutural
CyHgOy4 (figura 2) e massa molecular (MM) igual a 180. Sua solubilida-
de em 4gua ¢ baixa, sendo 2,92 g/L a 50 °C e 0,98 g/L a 25 °C (GON-
THIER, 2006; Sigma-Aldrich; MOTA, 2008).

Alguns estudos levantam a possibilidade do ACF ser sensivel ao
calor, podendo dar lugar a produtos de decomposicdo térmica (DIM-
BERG, 1996; MAURICIO, 2006).
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HO X -

HO
Figura 2. Estrutura quimica do &cido cafeico

A absorcdo do seu espectro de UV é fortemente alterada pelo pH.
Isto sugere que os dois grupamentos OH fendlicos adjacentes que estdo
ligados ao anel benzénico sdo responsaveis pelas mudancas observadas.
Importante observar que a mudanca é tempo dependente e irreversivel
(FRIEDMAN, 2000).

O ACF apresenta trés pKa: 4,4; 8,5 e 11,2 (AMORATI, 2006).
Considerando os dois primeiros pKa, estima-se que em pH 7,2 ja ocorra
a desprotonacdo de parte das hidroxilas fendlicas (MAURICIO, 2006).

O segundo representante de interesse ¢ o acido clorogénico
(ACG), um éster conjugado do acido quinico com o acido cafeico (AS-
THER, 2005; OLTHOF, 2001; RICE-EVANS, 1996).

O termo acido clorogénico parece ter sido introduzido em 1846
por Payen para designar um composto fendlico com fungéo &cida, de
estrutura ainda desconhecida, que conferia cor verde a0 meio aquoso
guando em meio levemente alcalino e exposto ao ar. Esse acido foi iso-
lado em 1907 na forma de um complexo cristalino, denominado cloro-
genato de cafeina, a partir do qual se preparou um acido puro. A estrutu-
ra quimica para este composto foi estabelecida por Fischer como acido
3-cafeoilquinico (atualmente conhecido como acido 5-cafeoilquinico).
Mais tarde, outros compostos fendlicos acidos foram isolados, caracteri-
zados quanto a estrutura quimica e agrupados na mesma familia. Atual-
mente, 0 termo ACG é usado para designar ésteres do &cido trans-
cindmico com o &cido quinico (4cido 1L-1(OH),3,4,5- tetra-hidroxi-
ciclo-hexanoico) (BASTOS DE MARIA, 2004).
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Figura 3. Estrutura quimica do acido quinico
(CLIFFORD, 2006)

HO N
COH
HO

OH OH

OH
Figura 4. Estrutura quimica do acido clorogénico

Quimicamente conhecido como 4acido 5-cafeoilquinico, possui
férmula estrutural Ci¢H1509 € MM igual a 354. Sua solubilidade em
agua é muito baixa, sendo 245,34 ug/mL a temperatura ambiente. Apre-
senta ainda coeficiente de parti¢do 6leo/agua (log P) igual a 0,30 e pKa
igual a 2,66 (DINIZ, 2007; GONTHIER, 2006; Sigma — Aldrich; XI-
ANG, 2008).

O isdbmero mais comumente encontrado nas plantas € o acido 5-
O-cafeoilquinico (CLIFFORD, 1999) e também é o Unico comercial-
mente disponivel.

Os resultados de absorcao para o acido clorogénico sao bem simi-
lares aos do ACF. As mudancas espectrais observadas em pH elevados
sdo irreversiveis, quando o pH é reduzido de 10 para 7. Estas observa-
¢Oes sugerem que a esterificacdo do grupamento carboxilico do &cido
cafeico com o acido quinico ndo muda a susceptibilidade da molécula
guanto ao efeito do pH. O fato das mudancas espectrais serem irreversi-
veis sugere que estes compostos sofrem mudancas quimicas sob a influ-
éncia do pH. Em contraste, foi observada a estabilidade de uma solucédo
aquosa de ACG aquecida a 90 °C por 1 hora (FRIEDMAN, 2000).

A estabilizacdo do ACG é uma das preocupagdes mais importan-
tes para a sua utilizagdo (SHI, 2007). Ainda sdo poucas as informagdes,
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mas acredita-se que os cinamatos sdo liberados (dos conjugados) por
hidrolise e subseqliente descarboxilacdo por aquecimento ou acdo de
microorganismos. Essa perda de acido clorogénico ainda é divergente,
dependendo da planta estudada e do tipo de processamento que o mate-
rial vegetal sofre, sendo inclusive dependente do tempo (CLIFFORD,
2000). Varios estudos foram realizados buscando entender o processo de
degradacéo e absorcdo do ACG e apesar destes ndo definirem exatamen-
te 0 mecanismo de absorg¢do, todos declaram haver um papel fundamen-
tal da microbiota fecal para a quebra da ligac&o éster e absorcéo posteri-
or do ACF (ANDREASEN, 2001; COUTEAU, 2001; GONTHIER,
2006; NARDINI, 2002; PLUMB, 1999).

A literatura que trata da degradacdo enziméatica do ACG ou da
habilidade de bactérias colénicas humanas produzirem esterases capazes
de hidrolisa-lo, bem como a biodisponibilidade deste em humanos ainda
ndo é conclusiva (ASTHER, 2005; JOHNSTON, 2003), mas Olthof e
col. (2001) mostraram que a absorcéo de 33 % do ACG e 95 % do ACF
administrado a pacientes ocorreu no intestino delgado. O trabalho ainda
estabeleceu que a absor¢do do ACG é trés vezes mais lenta do que a do
ACF (OLTHOF, 2001).

Quanto a estabilidade, estudos demonstram que ao estocarem tan-
to o fruto quanto o suco de espinheiro branco (Hawthorn) a 40 °C por 6
meses, houve degradacdo do ACG inicialmente presente, sendo mais
expressivo nos frutos (40 %), provavelmente devido a oxidacdo e/ou
degradacdo por enzimas presentes nos mesmos. Estas enzimas seriam
inativadas pelo processo de preparo do suco (por aquecimento). Ja a
temperatura ambiente (em torno de 23 °C) houve uma diminuicdo de 30
% do ACG. Apenas em baixas temperaturas (em torno de 4°C) é que o
ACG manteve-se estavel (CHANG, 2006).

Os possiveis mecanismos de degradacdo dos fendlicos podem es-
tar relacionados a oxidacédo, hidrolise ou isomerizacdo (CHANG, 2006).

Sabe-se que o ACG hidrolisa em ACF e 4cido quinico em meio
aquoso alcalino, sendo esta reacdo descrita como de primeira ordem.
Esta hidrdlise depende da temperatura, do tempo e do pH estudado.
Quanto maior a temperatura e maior o pH, mais rapida a velocidade de
hidrélise (TONG, 2009).

Diabetes melito
O Diabetes melito (DM) é a desordem enddcrina mais comum e a

estimativa da Federagdo Internacional de Diabetes (IDF) é de que em
duas décadas havera um crescimento mundial no nimero de doentes, em
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torno de 285 milhGes em 2009, para 440 milhées em 2030, quantidade
essa maior do que a populacdo do México, Estados Unidos e Canada
juntos (IDF, 2009).

As mortes relacionadas ao diabetes estdo em torno de 9,0 % da
mortalidade global (ANDRADE-CETTO, 2008a). Este nimero é consi-
derado bastante subestimado, uma vez que o diabetes ndo é mencionado
na declaragdo de dbito pelo fato de serem atribuidas as suas complica-
¢Oes, particularmente as cardiovasculares e cerebrovasculares, as causas
da morte (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES - SBD, 2007).

O ndmero de individuos diabéticos estd aumentando devido ao
crescimento e ao envelhecimento populacional, & maior urbanizacdo, a
crescente prevaléncia de obesidade e sedentarismo, bem como a maior
sobrevida do paciente com diabetes (SBD, 2007). Sua natureza cronica,
a gravidade de suas complicagcdes e 0s meios necessarios para controla-
las tornam o diabetes uma doenga muito onerosa, ndo apenas para 0s
individuos afetados e suas familias, mas também para o sistema de sal-
de (SBD, 2007). Além disso, devem ser considerados 0s custos intangi-
veis (dor, ansiedade, inconveniéncia e perda de qualidade de vida, por
exemplo), que apresentam grande impacto na vida das pessoas com
diabetes, e 0s gastos indiretos causados pela diminuigdo da produtivida-
de devido a perda de habilidades (retinopatias, nefropatias, neuropatias,
microangiopatias, doencas cardiacas, cegueira e amputacfes ndo trau-
maticas) e a mortalidade prematura da populacdo economicamente ativa
(ANDRADE-CETTO, 2006; BARCELO, 2003; HERRERA-
ARELLANO, 2004).

O DM ndo é uma Unica doenca, mas um grupo heterogéneo de
distdrbios metabdlicos que apresentam em comum a hiperglicemia. A
classificacdo mais recente, proposta pela OMS inclui 4 classes: a) DM
tipo 1, caracterizada pela insuficiente producéo de insulina pelo pan-
creas; b) DM tipo 2, que comega com um periodo de resisténcia a insu-
lina e aumento da secrecdo pancreatica de insulina pelas células  nor-
mais (ANDRADE-CETTO, 2008b), sendo esta responsavel pelo acome-
timento de 90-95 % dos diabéticos; c) outros tipos especificos de DM e
d) DM gestacional (SBD, 2007). Diabetes € uma doenca crbnica que
requer um tratamento medicamentoso continuo e que representa um
fator de risco significativo na aterosclerose (BARCELO, 2003; SAID,
2008).

Estudos mostram o aumento significativo do diabetes tipo 2 em
jovens e criangas e a sua associacdo com a obesidade (GABBAY, 2003),
predispondo a um alto risco cardiovascular (CERCATO, 2004). Vale
lembrar que a prevaléncia de hipertensdo em diabéticos é pelo menos



Introducéo geral - 11

duas vezes maior do que na populacdo em geral (SOCIEDADE BRA-
SILEIRA DE HIPERTENSAO - SBH, 2002).

Existem evidéncias de que as alteragdes no estilo de vida, com
énfase na alimentacdo e na reducdo da atividade fisica, estdo associadas
ao acentuado aumento na prevaléncia do DM2 (SBD, 2007). Neste con-
texto da doenca ocorre a compensacdo da resisténcia a insulina pelo
aumento da sua secre¢do; entretanto a exposi¢do excessiva das células 8
a altos niveis de glicose causa a disfuncdo destas que prejudica a secre-
¢do de insulina e sua biossintese. Desta forma as células ndo sdo mais
capazes de atender a demanda periférica, falhando na manutencéo re-
querida pelo organismo (ANDRADE-CETTO, 2008b; UN, 2006). O
diabetes do tipo 2, portanto, caracteriza-se pela disfun¢do das células
pancreaticas B acompanhada de resisténcia a insulina.

O objetivo de se tratar o diabetes por via oral é alcancar a normo-
glicemia, evitando futuras complicacGes. Manter a glicose sob niveis
préximos ao normal (glicose no plasma pré-prandial (antes da refeicdo)
— 90 - 130 mg/dL e o pico pds-prandial de glicose no plasma < 180
mg/dL) j& demonstrou diminuir significativamente o risco de complica-
¢Oes a longo prazo (ANDRADE-CETTO, 2008a).

Inibidores de a-glicosidase estdo entre os medicamentos disponi-
veis para diminuigdo da glicose. A enzima a-glicosidase esta localizada
nas microvilosidades do intestino delgado e é requerida para a quebra
dos carboidratos e absor¢cdo dos monossacarideos. Os inibidores da o-
glicosidase retardam, mas ndo previnem a absor¢do dos carboidratos
ingeridos, reduzindo a glicose pds-prandial e os picos de insulina (AN-
DRADE-CETTO, 2008a). Alguns autores mencionam que os flavonoi-
des e polifendis, assim como os seus agUcares derivados, sdo tidos como
os responsaveis pela inibi¢do da a-glicosidase. Os &cidos fendlicos pre-
sentes no extrato de C. obtusifolia (ACG e isoorientina) inibiram a a-
glicosidase, diminuindo a absorcdo de glicose no intestino; mas nenhum
outro possivel mecanismo de acgdo foi descartado (ANDRADE-CETTO,
2008a).

Outros estudos estabelecem os beneficios obtidos por consumido-
res de café (tanto cafeinado quanto descafeinado) na diminui¢do dos
riscos de se desenvolver o diabetes tipo 2, havendo vérias evidéncias de
que sdo outros compostos do café que ndo a cafeina, que promovem os
efeitos benéficos no metabolismo da glicose. Componentes estes como o
ACG, que ja demonstrou efeito na homeostase da glicose em modelos
animais e na diminuicdo da pressao arterial (VAN DAM, 2008); e o
ACF que promoveu a alteragdo do metabolismo da glicose (UN, 2006).
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As substancias e o(s) mecanismo(s) permanecem incertos, embo-
ra haja algumas evidéncias de estudos in vitro que 0 ACG possa dissipar
o gradiente eletroquimico de Na®, o qual promove a forca de ativagio de
absorcao da glicose (WANG, 2008). Desta forma ha o potencial desse
composto de proteger contra o desenvolvimento do diabetes tipo 2 e da
sindrome metabolica. Estudos demonstraram que, em niveis normais de
alimentacdo, a concentracdo de ACG presente no café (bebida) e no
suco de macd induz uma modificacdo significativa na secre¢do de hor-
monio gastrointestinal de voluntarios, bem como a tolerancia a glicose.
Os mecanismos bioguimicos para esta protecdo ndo estdo claros, mas
estudos in vitro com varios polifendis puros sugerem o retardo da absor-
cdo intestinal da glicose pela inibicdo do transportador de glicose ativo
(SGLT1) e/ou do facilitador do transporte de glicose (GLUT) como um
dos possiveis mecanismos (WANG, 2008; WELSCH, 1989).

WELSCH e colaboradores (1989) verificaram que a1 mM o ACF
reduziu a absorcéo de glicose em torno de 35 — 40 % e 0 ACG diminuiu
80% independente do seu estado de oxidacdo. Também evidenciaram
gue a permeabilidade da membrana das microvilosidades nao foi altera-
da e que o ACG ndo atua diretamente no carreador de glicose, mas pode
reduzir a absorcdo de glicose por alterar o gradiente eletroquimico de
Na", que fornece a forca para ativar o acumulo de glicose.

Ainda, intera¢des hidrofobicas podem contribuir para a perda da
capacidade de transportar glicose. Uma vez que a maioria dos fenolicos
possui alto coeficiente de particdo octanol/agua e permeia rapidamente a
bicamada lipidica, distirbios na membrana causados pela interacdo com
fosfolipideos ou outros componentes da membrana podem também ser
um fator causador. Desta forma, o efeito do ACG e do ACF pode vir de
um ou da combinagdo de varios mecanismos, envolvendo desde a inte-
racdo direta com o transportador ou uma associacdo indireta com a
membrana.

Um fator patogénico importante no desenvolvimento das compli-
cacOes do diabetes é o estresse oxidativo (UN, 2006), estando o diabetes
associado ao aumento na producédo de espécies reativas de oxigénio e na
reducgdo das defesas antioxidativas (GAYATHRI, 2008; SAID, 2008).

A reducdo na lipoperoxidagdo pode ser atribuida a atividade anti-
oxidante de varios compostos fitoquimicos presentes nos extratos vege-
tais, sugerindo que a maior funcéo dos extratos é proteger tecidos vitais
como figado, rins, pancreas e cérebro de danos e, desta forma, reduzir os
efeitos posteriores do diabetes (GAYATHRI, 2008). Antioxidantes, 0s
quais incluem compostos fendlicos e polifendlicos, ao eliminarem radi-
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cais livres poderao ser Uteis na prevencao ou atraso no desenvolvimento
de aterosclerose, diabetes e obesidade (LANDRAULT, 2003).

Os tratamentos atuais do diabetes focam o controle e o retorno
dos niveis de glicose no sangue a um nivel normal. Os farmacos clini-
camente usados no tratamento do diabetes podem ser divididos em insu-
lina, secretagogo de insulina, fatores de aumento da sensibilidade a insu-
lina, fator de crescimento insulino-mimeético, inibidores da aldose redu-
tase, inibidores da a-glicosidase e inibidores de glicacdo de proteinas.
De maneira geral esses farmacos sao responsaveis por promover diver-
sos efeitos colaterais (LI, 2004).

Inimeras espécies de plantas com comprovadas propriedades hi-
poglicemiantes apresentam uma composi¢do quimica rica em flavonoi-
des, um grupo de compostos fendlicos amplamente encontrados em
plantas. Muitos estudos demonstraram o efeito hipoglicemiante de fla-
vonoides isolados e de fragdes enriquecidas com flavondides (CAZA-
ROLLLI, 2006; De SOUSA, 2004; HNATYSZYN, 2002; JORGE, 2004;
KAMALAKKANNAN, 2006; SRINIVASAN, 2005; ZANATTA, 2007;
ZANATTA, 2008).

Hipertensao arterial

Na grande maioria dos casos, a hipertensdo arterial (HTA) é con-
siderada essencial, isto é, ela é uma doenca por si mesma. O apareci-
mento da hipertensdo é favorecido por excesso de peso, sedentarismo,
elevada ingestdo de sal, baixa ingestdo de potassio e consumo excessivo
de alcool. No grupo com pressdo limitrofe também contribuem para o
aumento do risco cardiovascular as dislipidemias, intoleréncia a glicose
e diabetes, tabagismo, menopausa e estresse emocional (SBH, 2002).

A hipertensdo arterial apresenta elevado custo médico-social,
principalmente por sua participagdo em complicacdes como doencas
cerebrovasculares, doenga arterial corondria, insuficiéncia cardiaca,
insuficiéncia renal cronica, doenca vascular de extremidades (SBH,
2002). A hipertensdo arterial € um dos mais importantes fatores de risco
para o desenvolvimento das doencgas cardiovasculares, explicando 40 %
das mortes por acidente vascular encefélico e 25 % daquelas por doenga
arterial coronariana (SBH, 2002).

A partir da década de 60, as doencas cardiovasculares superaram
as infecto-contagiosas como primeira causa de morte no Brasil. Em
1998, foram registrados 930 mil dbitos no pais. Desse total, as doencas
cardiovasculares foram responsaveis por 27 %. Excluindo-se os 6bitos
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por causas mal definidas e por violéncia, tal cifra aproxima-se de 40 %
(SBH, 2002).

A medida da pressdo arterial € comprovadamente o elemento
chave para estabelecer o diagnostico da doenca, sendo o critério atual de
diagndstico uma presséo arterial > 140/90 mmHg (SBH, 2002).

O objetivo primordial do tratamento da hipertensdo arterial é a
reducdo da morbidade e da mortalidade cardiovasculares do paciente
hipertenso, aumentadas em decorréncia dos altos niveis tensionais e de
outros fatores agravantes (SBH, 2002).

A hipertensao arterial também esta associada a disfuncdo endote-
lial, a qual é causada pela producéo de radicais livres de oxigénio que
destroem o 6xido nitrico (ON), impossibilitando os seus efeitos proteto-
res na parede vascular (ALCANTARA, 2003; GRIEDLING, 2003). Em
condigdes fisiologicas, as espécies reativas de oxigénio (ERO) séo pro-
duzidas de maneira controlada, em baixas concentra¢des, e funcionam
como moléculas sinalizadoras regulando a contracdo e o relaxamento
das células do musculo liso vascular e o seu crescimento. Sob condices
patoldgicas a producdo aumentada de ERO leva a disfuncéo endotelial,
aumentando a contratilidade, o crescimento e a apoptose do musculo
liso vascular, migracdo de mondcitos, peroxidacdo lipidica, inflamagcéo,
e aumentando a deposi¢do de proteinas da matriz extracelular, contribu-
indo para o dano vascular na doenca cardiovascular (GRIENDLING,
2003; TOUYZ, 2004a).

O endotélio tem uma fungdo autdcrina/paracrina, reguladora da
secrecdo de substancias que controlam o tdnus e a estrutura vascular
(ALCANTARA, 2003; MONCADA, 2006; RUBIO, 2004).

O fator relaxante melhor caracterizado e mais importante é o ON,
derivado da L-arginina pela atividade da sintetase do ON endotelial. O
ON tem uma producdo e liberacdo basais, e uma outra dependente da
influéncia de varios agonistas, entre eles acetilcolina (ALCANTARA,
2003; MONCADA, 2006).

As ERO possuem um papel fisiopatoldgico importante no desen-
volvimento da hipertensdo, em parte devido ao excesso de O, e diminu-
icdo da biodisponibilidade do 6xido nitrico (ON). O tratamento com
antioxidantes melhora a estrutura e fungéo vascular, prevenindo o dano
ao 6rgdo alvo, e reduzindo a pressdo arterial em modelos animais e na
hipertensdo humana (TOUYZ, 2004a; TOUYZ, 2004b).

Os anti-hipertensivos em uso em nosso meio podem ser divididos
em seis grupos: diuréticos, inibidores adrenérgicos, vasodilatadores
diretos, inibidores da enzima conversora da angiotensina (ECA), blo-
gueadores dos canais de calcio e antagonistas do receptor AT, da angio-
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tensina I1. Qualquer grupo de medicamentos, com excecao dos vasodila-
tadores de acdo direta, pode ser apropriado para o controle da pressao
arterial em monoterapia inicial, especialmente para pacientes com hiper-
tensdo arterial em estagio | (leve) que ndo responderam as medidas néo-
medicamentosas. Entretanto, a monoterapia inicial é eficaz em apenas
40 % a 50 % dos casos. Para pacientes em estagio Il e 11, pode-se con-
siderar 0 uso de associagdes de farmacos anti-hipertensivos como tera-
pia inicial (SBH, 2002).

Além do tratamento medicamentoso, existe o tratamento ndo me-
dicamentoso recomendado pela SBH e que associa a reeducagéo alimen-
tar para reducdo de peso, reducdo no consumo de sodio, bebidas alcodli-
cas e tabagismo, suplementacdo de potéssio, célcio e magnésio e exerci-
cios fisicos (SBH, 2002). A populacédo, de maneira geral, adota o uso de
plantas medicinais como adjuvante para a reducdo da hipertensao.

Lima-Landman e colaboradores (2007) estudaram extratos aquo-
sos e fragBes butanolicas de C. glaziovii e observaram uma atividade
anti-hipertensiva da espécie em ratos normotensivos e hipertensos de
maneira tempo e dose dependente. Dando continuidade a este trabalho,
Ninahuaman e colaboradores (2007) investigaram um possivel meca-
nismo de acdo, e concluiram que este nédo esta relacionado a inibicédo da
ECA, porém néo foi possivel elucidar o mecanismo pelo qual esta planta
atua.

Liberag@o modificada de farmacos: microparticulas

A liberacdo modificada de farmacos tem despertado grande inte-
resse como uma estratégia promissora para a melhoria do perfil biofar-
macéutico de medicamentos, pois oferece inimeras vantagens em rela-
¢do aos sistemas convencionais de dosagem de medicamentos. Entre
elas pode-se citar a reducdo do nimero de doses diarias do medicamen-
to, levando a reducdo de flutuagdes das concentragBes séricas dos far-
macos e & manutencédo da concentracdo plasmatica em niveis terapéuti-
COoS €, por consequéncia, a reducdo da toxicidade e uma maior conveni-
éncia para 0s pacientes, uma vez que os efeitos colaterais gerados pelos
sistemas convencionais de administragdo podem ser minimizados pelas
pequenas quantidades de substancia ativa circulantes. Do ponto de vista
econdmico, sistemas de liberacdo modificada de medicamentos sdo
potencialmente mais baratos, pois geram uma maior eficiéncia de apli-
cacdo do farmaco, permitindo que tratamentos que ndo eram possiveis
se tornassem rotineiros (LANGER, 1981; RAFFIN, 2009; RAVI KU-
MAR, 2000).
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Entre os sistemas capazes de modificar eficientemente a liberagdo
de um farmaco destacam-se as microparticulas. O desenvolvimento de
microparticulas a partir de polimeros naturais ou sintéticos tem sido
considerado uma boa estratégia para obter formas farmacéuticas de libe-
racdo modulada. As microparticulas sdo particulas sélidas com tamanho
que varia entre 1 e 1000 pm (RAVI KUMAR, 2000). Subdividem-se em
microcapsulas, sistemas reservatorio contendo a substancia ativa reves-
tida por polimeros de espessuras variaveis, que constituem a membrana
da capsula, e em microsferas, sistemas matriciais nos quais o farmaco se
encontra uniformemente disperso e/ou dissolvido numa rede polimérica
(SILVA, 2003).

O mecanismo de liberacdo do farmaco encapsulado no interior da
particula envolve processos de natureza difusional e/ou a degradacédo
enzimatica da rede polimérica previamente formada (BATYCKY, 1997;
LINHARD, 1988). De todos os sistemas farmacéuticos disponiveis, as
microparticulas apresentam a maior capacidade de controle de liberagdo
do farmaco, possibilitando uma otimizacdo da posologia, através da
reducdo do nimero de doses diérias. Assim, estes sistemas sdo particu-
larmente interessantes para o tratamento de patologias cronicas (GER-
WIN, 2006; KIM, 2005).

As vantagens mais especificas destes sistemas sdo a liberagcdo
precisa de baixas doses de farmacos potentes, reducdo da concentra¢do
do farmaco em outros locais que ndo os 6rgdos ou tecidos alvo e prote-
¢do dos compostos labeis, antes e depois da administragdo, até exerce-
rem a sua agdo farmacoldgica (SILVA, 2003).

Porém algumas desvantagens deste sistema de liberagdo modifi-
cada também sdo observadas como a baixa eficiéncia de encapsulacéo
de farmacos hidrofilicos, uma réapida liberagdo inicial (tipo burst), utili-
zacdo de solventes organicos que poderdo permanecer residualmente nas
microparticulas (JAIN, 2000), é um processo mais caro do que 0s con-
vencionais, as microparticulas podem apresentar aglomerados e em caso
de reacdo adversa, o estado inicial somente serd recuperado ap6s total
liberacdo do farmaco (PICOS, 2000).

Um grande nimero de técnicas tem sido desenvolvido para a ob-
tencdo das microparticulas, tendo em vista que a técnica ideal deve ser
simples, reprodutivel, rapida, facil de ser transposta a escala industrial e
deve ser pouco dependente das caracteristicas de solubilidade do farma-
co e polimero; mas sobretudo deve minimizar a perda da atividade bio-
I6gica (SILVA, 2003).
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A técnica escolhida deve assegurar a estabilidade e a atividade
bioldgica da substancia ativa durante e ao final do processo de encapsu-
lacdo. Ao final deste processo a maior parte das microparticulas deve
possuir tamanhos ndo superiores a 250 um (idealmente este valor deve
estar abaixo de 125 pum), uma alta eficiéncia de encapsulagio e nao de-
vem exibir agregados ou aderéncia. Além disso, a qualidade das micro-
particulas bem como o perfil da liberagéo da substancia ativa devem ser
reprodutiveis (JAIN, 2000).

Vérios sdo os métodos de preparacdo de microparticulas, poden-
do-se citar coacervacdo, polimerizacdo interfacial, spray-drying, etc.,
entre este destacando-se a emulsificacéo/evaporacgéo do solvente.

A técnica de emulsificacdo seguida de evaporacdo do solvente
tem sido muito utilizada devido a simplicidade dos procedimentos en-
volvidos na obtencéo das particulas, além de representar a possibilidade
de modular as caracteristicas fisico-quimicas das particulas pela escolha
dos componentes da formulacdo e das condigdes de preparacdo. Esta
técnica ndo requer temperaturas elevadas nem agentes que induzam a
separacao de fases e é possivel atingir tamanhos de particula controlados
na faixa nano e micrométrica (FREITAS, 2005). No entanto, muitas
vezes sdo necessarias modificacBes desta técnica para obter valores
satisfatérios de eficiéncia de encapsula¢do. No caso de substancias ati-
vas hidrofilicas, a adaptagdo mais utilizada é a utilizacdo de dupla emul-
sdo A/O/A.

Processo por Dupla Emulséo (A/O/A)

Este método consiste na preparacao de uma emulsdo em trés fases
agua/tleo/agua (A/O/A) e é mais adequado para promover a encapsula-
c¢do de farmacos hidrofilicos (JAIN, 2000).

O preparo das microparticulas associa o processo de dupla emul-
sd0 a extragdo/evaporacdo do solvente, que basicamente consiste em 4
passos principais: a) dissolugdo ou dispersdo do composto bioativo fre-
guentemente em uma fase orgéanica contendo o material formador da
matriz, formando uma emulsdo agua/6leo; b) emulsificacdo desta emul-
sdo (A/O) numa segunda fase continua (normalmente aquosa) imiscivel
com a primeira, com vigorosa agitacdo obtém-se uma emulsdo &-
gua/dleofagua (A/O/A); c) extragdo do solvente da fase dispersa pela
fase continua, o qual é opcionalmente acompanhado pela evaporagédo do
solvente, transformando as gotas em microparticulas solidas; d) coleta e
secagem das microparticulas (FREITAS, 2005; JAIN, 2000) (figura 5).
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(FREITAS, 2005)
Figura 5. Esquema geral dos quatro passos principais do processo de
preparo de microparticulas por extracdo/evaporacdo do solvente

Este processo apresenta como desvantagens o fato de ser compos-
to de varias etapas e rigidos controles dos varios parametros envolvidos
como a temperatura e a viscosidade do disperso na fase continua (A/O).
Além destes, outros fatores também afetam diretamente a obtencdo das
microparticulas. Pode-se citar, por exemplo, a natureza, a concentracéo
e a solubilidade do farmaco, a massa molar do polimero, a razéo farma-
co/polimero, o solvente utilizado, a concentracdo e a natureza do emul-
sionante, agitacdo e velocidade do processo de emulsificacdo (JALIL,
1990).

Outra desvantagem esta relacionada a dificuldade na encapsula-
cdo de altas concentragdes de farmacos hidrofilicos (JAIN, 2000; JA-
LIL, 1990; TAKADA, 1995). Por isso, compostos bioativos podem
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ainda ser adicionados a solucdo do material da matriz usando a co-
dissolucdo em um solvente comum, dispersdo de um material sélido
finamente pulverizado ou emulsificacdo de uma solucdo aquosa do
composto ativo imiscivel com a solugdo do material da matriz (FREI-
TAS, 2005).

A microencapsulacdo de compostos hidrofilicos por dispersédo
destes compostos aquosos em uma solucdo organica do material da ma-
triz foi mais eficiente com emulsdes A/O microfinas, isto é, numa razéo
menor do diametro das gotas de material bioativo em microparticulas.
Aumentando o volume da fase aquosa interna diminui-se a eficiéncia de
encapsulacdo devido & coalescéncia das gotas e aumento da probabilida-
de de contato entre a solucéo interna do farmaco e a fase de extracdo
externa resultando em perda de farmaco, além do aumento da liberacédo
tipo burst e porosidade das microparticulas (FREITAS, 2005).

Para uma encapsulacgdo eficiente de farmacos dissolvidos em uma
fase aquosa a ser dispersa em uma solucdo organica com a matriz, é
requerida a estabilizagdo da emulsdo A/O, muitas vezes com 0 uso de
surfactantes. Estes devem ser escolhidos com cautela, uma vez que a
coencapsulacdo de surfactantes pode afetar negativamente a eficiéncia
de encapsulacdo e liberacdo do farmaco (FREITAS, 2005).

O passo de formagdo da gota determina o tamanho e a polidisper-
sdo das microparticulas resultantes. O tamanho das microparticulas pode
afetar a velocidade de liberacdo do farmaco, eficiéncia de encapsulacéo,
possibilidade de o produto ser injetavel, possibilidade de ser fagocitado
in vivo e biodistribuicdo das particulas ap6s injecdo subcutanea (FREI-
TAS, 2005; ROSCA, 2004).

Agitacéo

E o método mais direto para gerar gotas de dispersdo do farma-
co/matriz na fase continua para subseqliente extracdo do solvente, onde
uma velocidade especifica produzira o tamanho de gotas desejado.
Normalmente com o aumento da velocidade, tem-se a diminuicdo do
tamanho das gotas e, por conseguinte, a diminuigdo das microparticulas.
A extensdo da reducdo das microparticulas obtidas depende da viscosi-
dade das fases dispersa e continua, da tenséo interfacial entre as fases, a
razdo entre seus volumes, a geometria e 0 nimero de pés do agitador e a
razdo do tamanho entre as pas e o recipiente onde as microparticulas sdo
preparadas (FREITAS, 2005). Quanto maior a viscosidade, maior é a
forca de cisalhamento necessaria para reduzir o tamanho das gotas, po-
dendo torna-las maiores. Essa viscosidade pode ser aumentada em fun-
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¢do do aumento da concentracdo ou da massa molecular da matriz, que
pode ser desejado para restringir a migracdo do farmaco para a fase
continua, aumentando assim a encapsulagdo. Além disso, quanto menor
o diametro do recipiente, mais vigorosa torna-se a agitacao resultando
em menor polidispersdo das microparticulas (FREITAS, 2005).

Para prevenir a coalescéncia das gotas de dispersdo farma-
co/matriz, um ativo de superficie ou espessante, como o PVA, pode ser
necessario, sendo este adicionado a fase continua. O aumento da con-
centracdo do estabilizante pode levar a diminuicdo das microparticulas
(FREITAS, 2005). Os emulsionantes também sdo fatores criticos em
processos de extracdo/evaporagdo de solvente, pois suas propriedades
fisico-quimicas e estruturais e sua concentracao influenciam diretamente
nas caracteristicas das microparticulas (SPENLEHAUER, 1986). Os
emulsionantes proporcionam uma camada fina protetora ao redor das
goticulas de solvente/polimero e principio ativo diminuindo a coales-
céncia e a coagulacdo durante o processo de fabricagdo. Quando se esta
eliminando o solvente, os emulsionantes mantém as goticulas em sua
configuragdo esférica, prevenindo também a ocorréncia de agregados.

Quanto a razdo entre os volumes da fase dispersa e continua, 0s
trabalhos sdo conflitantes. Enquanto alguns reportam a diminuicdo do
tamanho das microparticulas com a diminui¢do do volume da fase con-
tinua; outros dizem ndo ter observado efeito significativo desta variacéo
(FREITAS, 2005).

Remoc&o do solvente

Ja é bem conhecido que a emulsifica¢do evaporacao do solvente é
de maneira geral um processo de dois passos: emulsificacdo de uma
solucdo polimérica contendo a substancia encapsulada, seguida pela
solidificacdo das particulas através da evaporacdo do solvente e precipi-
tacdo do polimero (ROSCA, 2004).

Tanto na extragdo quanto na evaporacdo do solvente, o solvente
da fase dispersa (dispersdo farmaco/matriz) deve ser pouco miscivel na
fase continua, assim a particdo para a fase continua pode ocorrer condu-
zindo a precipitacdo do material da matriz. Na evaporagéo do solvente, a
capacidade da fase continua € insuficiente para dissolver todo o volume
do solvente da fase dispersa. Consequentemente, o solvente deve evapo-
rar da superficie da dispersdo para produzir microparticulas suficiente-
mente duras. Na extracdo do solvente, a quantidade e composic¢do da
fase continua sédo escolhidas de tal forma que todo o volume do solvente
da fase dispersa possa ser dissolvido (FREITAS, 2005).
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Geralmente, a fase continua que seja um nao-solvente para o
composto bioativo microencapsulado € preferida. Enquanto que para
compostos lipofilicos, solucbes aquosas podem ser confortavelmente
escolhidas, o uso de liquidos organicos (hidrofébicos) como fase conti-
nua para a encapsulacdo de compostos hidrofilicos é mais delicada.
Fluidos de extracdo hidrofobicos podem ndo ser prontamente removidos
do produto final, causando potencialmente residuos indesejados. Sendo
assim, solucdes aquosas sao frequentemente usadas como fase continua,
mesmo para a microencapsulagdo de compostos hidrofilicos. Aqui, a
perda de compostos bioativos é tipicamente prevenida pelo aumento da
concentracdo da solucdo do material da matriz; o aumento da viscosida-
de resultante restringe a migracdo do composto bioativo das microparti-
culas em solidificacdo para a fase externa, devido a baixa difusdo e au-
mento da estabilidade da dispersdo farmaco/matriz. Outra maneira de
prevenir a perda do material bioativo para a fase continua inclui a adap-
tacdo do pH da fase continua para diminuir a solubilidade do composto
bioativo ou a adicdo de eletrélitos para aumentar a pressao osmotica da
fase continua.

A razdo ideal de remoc¢do do solvente depende da variedade dos
fatores como o tipo de material da matriz, f&rmaco e solvente, assim
como o perfil de liberacdo desejado. Exemplo, a solidificagdo mais rapi-
da das microparticulas sera preferida se o farmaco é facilmente particio-
nado para a fase continua. Por outro lado, uma solidificacdo mais lenta
favorece a formagdo de microparticulas mais densas em detrimento das
porosas, afetando a liberagdo do farmaco (FREITAS, 2005).

Uma vez iniciada a eliminacgdo do solvente, o processo ¢ acelera-
do pela precipitacdo do polimero e o solvente remanescente € pratica-
mente expulso das microgotas gerando as microparticulas finais (ROS-
CA, 2004). Para as concentracfes usuais de polimero (1 — 10 % m/V),
ha um significativo encolhimento durante a formacdo das microparticu-
las, sendo assim o diametro final destas é varias vezes menor do que o
didmetro da microgota correspondente (ROSCA, 2004).

Evaporacéo do solvente

A velocidade de remocéo do solvente volatil do meio de solidifi-
cacdo das microparticulas pode ser controlada pela temperatura da dis-
persdo das destas. Temperaturas mais altas facilitardo a evaporacdo do
solvente da fase continua, mantendo um alto gradiente de concentracéo
para o solvente entre as microparticulas e a fase continua (FREITAS,
2005).
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Como uma alternativa para as elevadas temperaturas, a reducédo
da pressdo é algumas vezes utilizada para promover a evaporacdo do
solvente. A lenta remocdo do solvente a pressao atmosférica favorece a
formag8o de matrizes poliméricas cristalinas em detrimento das amor-
fas, as quais prevalecem em condi¢des de pressdo reduzida. No estado
amorfo, dados indicam uma dispersdao molecular do polimero e do far-
maco, diminuindo a velocidade de liberagdo tardia. A eficiéncia de en-
capsulacdo ndo foi afetada pelo modo de remoc¢édo do solvente (FREI-
TAS, 2005).

Tirando vantagem da réapida eliminacdo do solvente, o tempo de
evaporagdo pode ser reduzido significativamente se a emulsdo inicial é
vertida em uma quantidade suficientemente grande de fase aquosa para
gue o solvente ndo exceda seu limite de solubilidade (ROSCA, 2004).

A eficiéncia de encapsulacéo é afetada pelo rapido encolhimento
evitando a drenagem da substancia encapsulada durante a expulsdo do
solvente. Alta concentracdo de polimero aumenta a eficiéncia de encap-
sulacdo, principalmente através do menor encolhimento e prolongada
polimerizacdo das cadeias do polimero (ROSCA, 2004).

Ja é bem conhecido que microparticulas preparadas por emulsio
evaporacdo do solvente apresentam liberacao inicial tipo burst devido a
localizagdo superficial da substancia encapsulada (ROSCA, 2004).

Uma das razdes para a obtencdo de diferentes morfologias das
microparticulas é a gota da emulsdo com diferentes quantidades de fase
aquosa interna: pode conter uma microgota de fase aquosa encapsulada
e com mais de uma microgota. Esta composicao de gotas se comporta de
maneiras diferentes durante a eliminacéo do solvente, consequentemente
conduzindo a diferentes morfologias (ROSCA, 2004).

Extracdo do solvente

A extracdo do solvente é frequentemente realizada em dois pas-
sos. Primeiro, a dispersdo fArmaco/matriz é misturada a uma pequena
guantidade de fase continua para obter uma emuls&o de tamanho de gota
desejado (distribuicdo). Em seguida, mais fase continua é adicionada
numa quantidade suficiente para absorver todo o solvente extraido das
microparticulas solidificadas (FREITAS, 2005).

A rapida formacdo de uma pelicula na periferia das microparticu-
las reduz a perda de farmaco para a fase continua, o que é especialmente
importante quando esta Gltima € um bom solvente para o farmaco. A
combinacdo da evaporacdo do solvente e sua extracdo é sugerida para
aumentar a eficiéncia econémica do processo de microencapsulacéo.
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Apos a formagdo da emulsdo, uma quantidade suficiente de um fluido
extrator é adicionada para induzir a formacdo da pelicula na periferia
das microparticulas enquanto o solvente remanescente é removido por
evaporagdo. Este passo de formagdo da pelicula minimiza a perda de
farmaco durante a fase sucessiva de evaporacgdo. Os dois passos de eva-
poracdo/extragdo do solvente podem ser combinados usando uma mistu-
ra de solventes (FREITAS, 2005).

Durante a eliminacdo do solvente e encolhimento das microgotas
internalizadas coalescentes e a recente parede de polimero formada ao
redor destas pode iniciar a expulsdo da fase aquosa internalizada. Seu
didmetro é um parametro global que abrange todos os parametros da
formulagdo: energia de emulsificacdo, concentracdo do polimero, con-
centragdo do tensoativo, volume das fases, viscosidade das fases, entre
outros (ROSCA, 2004).

A eficiéncia de encapsulacdo esta diretamente relacionada a ex-
tensdo de encapsulacdo da primeira emulsdo; assim, para 0 sucesso da
encapsulacdo, é necessario escolher as condicfes de formulagdo que
produzam microgotas de uma primeira emulsdo com o menor diametro
do que o da segunda emulsdo (ROSCA, 2004).

Dependendo das condi¢des de formulacgéo, a fase aquosa interna é
parcialmente perdida durante a eliminacdo do solvente e encolhimento
através de “buracos” na superficie. Ainda, durante a evaporacéo do sol-
vente, a substancia encapsulada remanescente é continuamente particio-
nada com a fase aquosa externa através desses “buracos”. Estes vdo
contribuir decisivamente para a liberagdo burst inicial (ROSCA, 2004).
Nem a extracdo nem a evaporacdo do solvente requerem temperaturas
elevadas ou agentes de indugdo de separacdo de fases. O controle de
tamanho de particulas de nano a micrdmetros pode ser conseguido, mas
a selecdo cuidadosa das condigdes de encapsulamento e dos materiais
utilizados é necessaria para atingir altas eficiéncias de encapsulacao e
niveis residuais de solventes (FREITAS, 2005).

Recolhimento (colheita, obtencdo) das microsferas e secagem

A separagdo das microparticulas solidificadas da fase continua é
tanto realizada por filtracdo quanto por centrifugacdo. As particulas
podem entdo ser lavadas com liquido apropriado para remover substan-
cias aderidas, como estabilizantes de dispersdo ou fArmaco nédo encapsu-
lado. A lavagem pode envolver elevadas temperaturas ou o uso de agen-
tes de extracdo para reduzir a quantidade de solvente residual nas mi-
croparticulas. Finalmente, as microparticulas sdo secas em temperatura
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ambiente, sob pressdo reduzida, por aquecimento ou por liofilizacdo
para render um p6 com bom fluxo. O procedimento de secagem remove
ndo somente a fase continua e lava o fluido aderido a superficie das
microparticulas, mas também tracos de solventes e da fase continua do
interior das particulas. Desta forma as condi¢des e a velocidade de seca-
gem influenciam a quantidade de residuo de solvente e de umidade,
morfologia e porosidade das microparticulas, assim como a recristaliza-
¢cdo do farmaco no interior das esferas e pode, desta forma, afetar o
comportamento de liberacdo do produto final (FREITAS, 2005).

Polimero

Eudragit® é o nome comercial adotado pela Rshm Pharma Poly-
mers (Degussa) para os polimeros derivados do &cido metacrilico. Os
diferentes copolimeros possuem diversos substituintes, o que lhes confe-
re diferentes caracteristicas para as mais diversas finalidades. Esses
derivados podem ser utilizados como polimeros de revestimento (RIE-
DEL, 2005; KRISHNAMACHARI, 2007), na producdo de pellets
(BECKERT, 1996), em associacdo a polimeros naturais na formacéo de
filmes resistentes a degradacdo gastrointestinal (BENEKE, 2009; VER-
VOORT, 1996), como carreadores inertes no preparo de microsferas
como sistema de liberacdo oral com acdo especifica na regido do célon
(KENDALL, 2009; LAMPRECHT, 2003, 2004 e 2005), dispersdes
solidas contendo farmacos hidrofilicos para reducéo de efeitos colaterais
(PIGNATELLO, 2001), nanosuspensdes com AINE incorporados para o
tratamento intraocular (PIGNATELLO, 2002a, 2002b e 2006), micros-
feras contendo verapamil para o tratamento de doencgas cardiovasculares
(KILICARSLAN, 2003), associados a ciclodextrinas na encapsulago de
glutationa (LOPEDOTA, 2007 e 2009; TRAPANI, 2007), preparo de
microparticulas de uso parenteral (JIAO, 2002), entre muitas outras
finalidades.

O Eudragit® RS100 é um copolimero dos 4cidos acrilico e meta-
crilico (etilacrilato, metil-metacrilato e clorotrimetil-
amonioetilmetacrilato), com baixa quantidade de grupamentos quaterna-
rios de aménia (4,5 — 6,8 %) (PIGNATELLO, 2001, 2002a, 2002b e
2006; VACHON, 1998). Insoluvel em pH fisioldgico, mas intumesce
em agua, além de representar um bom material para dispersao de farma-
cos (TRAPANI, 2007). Por possuir 5 % de grupos funcionais de aménio
quaternario (carregado positivamente) sua permeabilidade é pH inde-
pendente (JIAO, 2002; KILICARSLAN, 2003; VACHON, 1998). Pos-
sui caracteristicas mucoadesivas, sendo um polimero ndo-biodegradavel
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(LOPEDOTA, 2009). Possui massa molecular aproximada de 150.000
Da (DEGUSSA, 1999).

Sua estrutura molecular € representada na figura 6.

Ha
Hp C—NE=_CH3
| CHa
CI CHa
Ri1=H, CHs
Ro = CHs, CoHs

Figura 6. Estrutura molecular do Eudragit® RS$100

Praticamente insollvel em éter de petréleo, hidroxido de sédio
1,0 N e 4gua. 1,0 g de Eudragit® RS100 dissolve em 7,0 g de metanol
aquoso, etanol e isopropanol (contendo aproximadamente 3,0 % de
agua), assim como em acetona, acetato de etila e cloreto de metileno
(DEGUSSA, 1999).

Vérios estudos tém demonstrado a importancia da utilizacdo de
sistemas particulados (micro e nano-estruturados) buscando a estabiliza-
¢do dos compostos ativos de extratos vegetais, assim como um sistema
de liberacéo adequado ao tecido alvo e melhora das caracteristicas orga-
nolépticas dos ativos presentes nos extratos vegetais (BORODINA,
2008; CHAN, in press; KOSARAJU, 2006 e 2008; LACATUSU, 2009;
SCALIA, 2009; ZHANG, 2007).
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Planejamento experimental como ferramenta no desenvolvimento
galénico

O objetivo do desenho experimental é planejar e conduzir expe-
rimentos com o intuito de extrair o maximo de informag6es dos resulta-
dos obtidos com um nimero reduzido de experimentos. A idéia basica é
alterar todos os fatores relevantes simultaneamente, baseado num plane-
jamento de experimentos e entdo conecta-los e interpreta-los usando
modelos matematicos (GABRIELSSON, 2002).

O delineamento chamado full factorial possui como objetivo e-
Xaminar os fatores de um processo ou otimiza-lo, sendo que as variaveis
gue influenciam as respostas sdo o centro das nossas aten¢bes (GABRI-
ELSSON, 2002).

As variaveis receberdo valores maximos e minimos baseado em
conhecimento prévio. Todas as varidveis sdo alteradas simultaneamente
para cobrir a area total de interesse com o menor ndmero possivel de
experimentos. Outra razdo importante para se utilizar o delineamento
fatorial é a possibilidade de se avaliar a interacdo entre os fatores nos
resultados obtidos. O ponto central, o valor médio de cada variavel, é
também incluido para se detectar uma possivel curvatura na regido ex-
perimental. A dimensdo e o sinal (+ ou -) dos coeficientes de regressédo
dos valores selecionados assim como dos pontos centrais indicam a
influéncia das variaveis nas respostas (GABRIELSSON, 2002).

Num delineamento experimental full factorial, todas as combina-
¢Oes dos valores extremos estdo incluidos nos experimentos. Se existem
k variaveis, o nimero de experimentos sera 2. Para a validagdo estatisti-
ca de um experimento, normalmente o ponto central sera repetido pelo
menos trés vezes. Os experimentos sdo realizados huma ordem aleatdria
para eliminar erros sistematicos (GABRIELSSON, 2002).

Algumas tentativas foram feitas tentando correlacionar estatisti-
camente os fatores que podem interferir na extracdo dos marcadores
guimicos, na estabilidade dos extratos obtidos, na formagdo das micro-
particulas. Um desenho experimental pode ser usado para reduzir o
ntmero de variveis a um tamanho manuseével, onde outros experimen-
tos poderdo ser realizados usando os fatores como chaves para um me-
Ihor entendimento do processo. Esta estratégia de reduzir o nimero de
variaveis permite que os experimentos estejam focados no incremento
do processo e a unido de varios fatores de interesse numa Unica formu-
lacdo. A anélise estatistica usando a regresséo linear ndo somente eluci-
da o significado de cada pardmetro, como também fornece uma equagéo
para cada propriedade em estudo. As equac¢Bes permitem uma otimiza-
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¢do das propriedades desejadas levando em consideracdo somente 0s
pardmetros significativos (ABREU, 2008).

O programa Design Expert foi utilizado como um suporte para
avaliacdo dos delineamentos experimentais realizados durante este tra-
balho. Esta ferramenta mostrou-se de grande valia para estudos de pré-
formulacdo e formulagdo, permitindo a analise simultanea de variaveis
tanto para screening como para otimizacao de formulagGes farmacéuti-
cas.
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Objetivo geral

Desenvolver um sistema microestruturado para a administracdo oral de
extrato padronizado de Cecropia glaziovii Sneth.

Objetivos especificos

- Caracterizacdo da planta Cecropia glaziovii Sneth;

- Otimizacdo da extracdo, avaliando diferentes solventes e métodos de
extracéo;

- Caracterizacéo fisico-quimica e tecnoldgica das solugdes extrativas;

- Validagdo da metodologia de analise das solugdes extrativas;

- Estudo de estabilidade das solugdes extrativas;

- Realizacdo de estudo de formulagdo para obtencdo das microesferas
contendo o extrato padronizado de embauba;

- Caracterizagdo morfolégica, fisico-quimica e tecnolégica dos sistemas
mciroestruturados desenvolvidos, bem como avaliacdo da eficiéncia de
encapsulacdo do marcador quimico.



Capitulo 1
Caracterizacio da Cecropia glaziovii
Sneth



Capitulo 1 - Caracterizacéo - 32

1. APRESENTACAO

A qualidade do material vegetal depende em grande parte do estado
da planta fresca. A qualidade e a quantidade de principios ativos depen-
dem em parte do metabolismo, fixado geneticamente, assim como gran-
demente influenciado pelas caracteristicas ambientais. A localizacdo, o
estado do solo, a exposi¢do a luz, a altitude, o clima, a estacdo do ano do
momento da colheita sdo alguns fatores que condicionam o valor do
material vegetal (VOIGT, 1982). Uma caracteristica bastante relevante
do metabolismo secundario dos vegetais é a elevada capacidade biossin-
tética, tanto em relacdo ao nimero de substancias produzidas quanto a
sua diversidade numa mesma espécie, sendo determinado por uma ne-
cessidade ecoldgica de sobrevivéncia (SIMOES, 2003).

Nesse sentido, no desenvolvimento de fitoterapicos faz-se necessa-
rio o desenvolvimento de produtos com caracteristicas fisicas, quimicas,
fisico-quimicas e tecnoldgicas bem definidas. O desenvolvimento de
extratos padronizados requer 0 conhecimento prévio de aspectos ligados
ao vegetal, tais como identificagdo do vegetal, conhecimento de sua
composicdo quimica, disponibilidade de métodos analiticos para a maté-
ria-prima, conhecimento das substancias responsaveis ou envolvidas nas
atividades terapéuticas relatadas. Em suma, para garantir a qualidade de
um produto fitoterapico é necessario o conhecimento e a padronizacédo
das caracteristicas da matéria-prima vegetal, de modo a garantir a obten-
cdo de um produto final que atenda aos itens de seguranca, eficacia,
qualidade e de reprodutibilidade, caracteristicos de um medicamento.

Esta parte do trabalho descreve a avaliagdo da matéria-prima vege-
tal, folhas secas e moidas de Cecropia glaziovii, caracterizando-a e ava-
liando sua qualidade, como uma etapa prévia ao desenvolvimento de um
extrato padronizado desta planta.

2. MATERIAIS e METODOS

2.1. Material

2.1.1. Matérias-primas

Folhas de Cecropia glaziovii Sneth

2.1.2. Solventes, solucdes e reagentes

Agar nutriente (OXOID)
Agar sabouraud (MicroMed — Isofar)



Capitulo 1 - Caracterizacgéo - 33

Agua purificada
Etanol
Fosfato de potassio monobasico (VETEC)

2.1.3. Equipamentos

Aparelho de hidrodestilagdo FABBE

Auto-clave Phoenix AY50

Balanca Ohaus Analytical Standard

Balanga semi-analitica Gehaka BG 4000

Banho termostatisado B. Braun Biotech International 18 BU
Banho termostatisado Marte

Chapa de aquecimento Fisatom

Dessecador

Estufa Binder 30 °C

Estufa Biomatic 20 — 25 °C

Estufa Nova Etica 402 3G

Fluxo laminar de fluxo horizontal LABCONCO

Tamises (Mesh 12, 18, 25, 35, 45 e 80, conforme ASTM)
Manta de aquecimento Quimis Q321A24

Moinho de facas Macmont

Mufla Fornitec UL 1400

Tamisador Bertel 1400

2.2. Metodologia
2.2.1. Aquisicdo do material vegetal de estudo

O material vegetal, folhas secas e grosseiramente rasuradas de
Cecropia glaziovii foi adquirido do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas, CPQBA, da Universidade de Campi-
nas — UNICAMP, em junho de 2007, sendo este constituido por folhas
secas. O laudo de identificacdo fornecido pelo Instituto de Botéanica de
Sé&o Paulo encontra-se no anexo 1.

2.2.2. Moagem do material vegetal

As folhas de Cecropia glaziovii foram cominuidas em moinho de
facas em malha de 3,0 mm. O material resultante foi utilizado para a
realizacdo dos ensaios de caracterizagdo, bem como matéria-prima para
as preparacdes extrativas.
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2.2.3. Perda por dessecagdo (Farmacopéia Brasileira, 1988)

A perda por dessecacao da matéria-prima vegetal foi avaliada por
gravimetria, utilizando balanca e estufa. Em pesa-filtros previamente
tarados, foram pesados exatamente cerca de 2,0 g de folhas secas moi-
das. Estes foram colocados em estufa a 105 °C pelo tempo inicial de 2
horas e posteriormente na mesma temperatura por periodos de 30 minu-
tos, até peso constante (variagdo maxima de 5,0 mg, conforme Farma-
copéia Brasileira). Os resultados expressos em percentual ponderal re-
presentam a média de trés determinagdes.

2.2.4. Teor de extrativos (BUNDESVEREINIGUNG, 1986)

Cerca de 1,0 g do material vegetal moido, exatamente pesado, foi
aquecido a fervura com 100,0 g de agua purificada, durante 10 minutos.
Apos o resfriamento, a massa de 100,0 g foi reconstituida com adicéo de
agua purificada, filtrada em papel filtro e os 20,0 mL iniciais foram
desprezados. Do restante do filtrado, aliquota de cerca de 20,0 g foi
exatamente pesada em pesa-filtro, previamente tarado, evaporando-se a
mesma até secura em banho-maria, sob eventual agitacdo. Apds evapo-
racdo completa do solvente, o pesa-filtro foi colocado em estufa a 105
°C por 2 horas, resfriado em dessecador e entdo pesado.

Esse procedimento foi repetido duas vezes, dando origem a duas
solucbes de extrativos (Al e A2). Cada solugdo foi colocada em 3 pesa-
filtros (n = 3).

O teor de extrativos (TE) foi calculado em percentual ponderal,
utilizando-se a média de trés determinagdes da massa de residuo seco,
segundo a equagdo:

TE = (RS x fd x 100)/m — (m x PD/100)

onde:

TE = teor percentual de extrativos (%, m/m)
PD = perda por dessecacao (%)

RS = massa do residuo seco (g)

m = massa do material vegetal (g)

fd = Fator de diluigdo (5)

2.2.5. Granulometria (PASQUALOTO, 2005; VILA —JATO, 1997)

Cerca de 30,0 g do material vegetal moido homogeneizado foi
exatamente pesado e submetido a passagem por um conjunto de tamises
de abertura de malha de 0,18 a 1,70 mm. O sistema foi fechado e a ope-
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racdo realizada em tamisador vibratdrio, a 3,5 vibrages por segundo.
Apo6s 10 minutos, a quantidade de material vegetal moido retido nos
tamises bem como o do coletor foi pesada.

Para a analise granulométrica foram considerados 0s seguintes
pardmetros: classe granulométrica (CG, mm); intervalo de abertura de
malha (A, mm); didmetro granulométrico médio (DG, mm); fragdo reti-
da (FR, %); fracdo retida acumulada (FRA, %); e fracdo de passagem
(FP, %).

O célculo para o didametro médio utilizou o modelo dos probitos
(VILA-JATO, 1997; PASQUALOTO, 2005) para linearizagdo da curva
sigmoide da distribuicdo granulométrica. Na representacdo grafica, os
valores de diametro (DG) foram dispostos nas abscissas (x) e os valores
transformados em probitos foram indicados nas ordenadas (y). O diame-
tro médio das particulas foi calculado através da equacgdo da reta obtida
por regressao linear: DG (mm) versus probitos, tratando-se de uma dis-
tribuicdo normal, com desvio-padrao aritmético.

2.2.6. Cinzas totais (Farmacopéia Brasileira, 1988)

A determinagdo de cinzas totais destina-se a estabelecer a quantida-
de de substancia residual ndo-volatil no processo de incineracdo especi-
ficado.

Cerca de 3,0 g do material vegetal pulverizado foram exatamente
pesados e transferidos para cadinho de porcelana previamente calcinado,
resfriado e pesado. Apo6s distribuicdo uniforme da amostra no cadinho,
este foi levado a uma manta de aquecimento para queima inicial do
material. Em seguida colocado em mufla e incinerado pelo aumento
gradual da temperatura, ndo ultrapassando 600 °C, pelo tempo inicial de
2 horas e posteriormente na mesma temperatura por periodos de 30
minutos, até peso constante. Ao final de cada periodo, o cadinho foi
resfriado em dessecador e pesado. Os resultados expressos em percentu-
al ponderal representam a média de trés determinacoes.

2.2.7. Avaliacdo da qualidade microbiol6gica da matéria-prima vegetal
2.2.7.1. Pré-tratamento do material a ser examinado

Cerca de 10,0 g de planta moida e seca foram suspensos em 90,0
mL de solugdo tampao fosfato pH 7,2. A amostra tratada correspondeu a
diluicdo 10™ (WHO, 2005).
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2.2.7.2. Determinacdo numérica de formas viaveis
Contagem de bactérias aerébias

A amostra previamente tratada foi diluida em séries decimais,
emg)regando a mesma solucdo utilizada no pré-tratamento, até a diluicdo
10”. Cada diluigdo foi plaqueada em duplicata, empregando-se a técnica
oficial da semeadura em profundidade no agar nutriente. A incubacédo
foi feita a 30 — 35 °C, por 7 dias (WHO, 2005). Apds este periodo as
col6nias formadas foram contadas nas placas de Petri e os resultados
expressos como unidades formadoras de coldnia por mililitro
(UFC/mL).

Contagem de bolores e leveduras

Da mesma forma que para contagem de bactérias aerobicas, fo-
ram preparadas dilui¢des decimais da amostra previamente tratada, até a
diluicdo 10°°. A técnica empregada foi a da semeadura em profundidade
no agar sabouraud. Cada diluigdo foi plaqueada em duplicata e incubada
a 20 — 25 °C, por 7 dias (WHO, 2005). Apds este periodo as coldnias
formadas foram contadas nas placas de Petri e 0s resultados expressos
como unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC/mL).

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

No desenvolvimento de um fitoterapico, a primeira etapa a ser con-
trolada é referente a obtencdo da planta. Buscando diminuir os impactos
ambientais causados pela coleta do material vegetal, ter controle sobre o
mesmo, assim como manter 0 mais constante possivel a composicéo da
matéria-prima vegetal no sentido de facilitar a transposicdo de escala,
optou-se por utilizar o vegetal cultivado em centro especializado:
(CPQBA da UNICAMP). Desta forma tem-se a sua correta classificacdo
botanica, certificada através do laudo de identificacdo emitido pelo Ins-
tituto de Boténica de S&o Paulo. O material vegetal utilizado deve man-
ter uma constancia para que se possa prever a qualidade do fitoterapico
gue seré obtido.

A adequada transformacdo da droga vegetal é um dos fatores fun-
damentais para garantir que o material possua o grau de qualidade ne-
cessario para a formulagdo (grau farmacéutico). Neste ponto é impres-
cindivel conhecer a droga vegetal em questdo e sua caracteriza¢ado pos-
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sibilita conhecer a matéria-prima e estabelecer limites para os ensaios de
qualidade, que posteriormente garantirdo uma matéria-prima com as
mesmas caracteristicas quali e quantitativas das inicialmente utilizadas.

3.1. Perda por dessecacéo

A secagem do material vegetal implica em altera¢cGes importantes
no estado fisico e fisico-quimico no interior das células do vegetal. O
estado gelatinoso do plasma é alterado pela desidratacéo, e essa modifi-
cagdo estrutural propicia o contato entre substancias ativas, originalmen-
te dissolvidas nos fluidos celulares, com enzimas presentes em outros
compartimentos (LIST, 1989). Dependendo da enzima e do substrato,
podem ocorrer diferentes reacfes, tais como oxidacdo, hidrdlise, fer-
mentacdo e complexacdo (VOIGT, 1982). A umidade, além de influen-
ciar as reacOes intra e extracelulares do vegetal, pode ainda promover a
proliferacdo de microorganismos, principalmente fungos. Esta contami-
nacdo pode comprometer a integridade das substancias farmacologica-
mente ativas.

Estes fatores determinam a importancia do conhecimento do teor de
umidade no material vegetal, que é definido através do ensaio de perda
por dessecacdo. A umidade em excesso permite a acdo de enzimas, le-
vando a degradacdo de constituintes quimicos e desenvolvimento de
fungos e bactérias (GIL, 2007). Em geral a faixa do teor de umidade
preconizado pela Farmacopéia Brasileira (1988) é de 8 — 14 %.

O resultado encontrado para a perda por dessecacdo da matéria-
prima vegetal foi de 13,10 % (+ 0,06) com desvio padrdo relativo de
0,44 % (n = 3), verificando-se que estes se encontram dentro do preco-
nizado.

3.2. Teor de extrativos

O teor de extrativos é um método auxiliar no controle da matéria-
prima, assumindo grande importancia quando ndo estdo estabelecidos
métodos quimicos e bioldgicos para determinacdo dos constituintes
ativos, ou quando a identidade destes ndo é conhecida em sua totalidade.
Avalia o rendimento de extracdo de substancias sob condicdes especifi-
cas, servindo como um pardmetro de avaliagdo das caracteristicas da
matéria-prima vegetal, permitindo sua comparagdo com outros lotes da
mesma. Uma vez que o ensaio utilizou &gua como solvente, este permite
indicar a presenca de compostos hidrossollveis presentes na matéria-
prima vegetal, como aminoécidos, agUcares, heterosideos flavonoidicos
e mucilagens (BARNI, 2009).
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O teor de extrativos em agua obtido para a matéria-prima vegetal
seca e moida é 21,93 % £ 0,82, com DPR igual a 3,75%.

3.3. Granulometria

A determinacdo da granulometria visa estabelecer e padronizar a
faixa de tamanho das particulas do vegetal cominuido, uma vez que este
tamanho e a superficie de contato apresentam relacdo direta no acesso
do solvente ao material vegetal, conferindo homogeneidade e reproduti-
bilidade do processo extrativo. Comparativamente ao material inteiro, o
material rasurado ou moido apresenta uma maior superficie de contato
com o liquido extrator, e a presenca de maiores proporcdes de células
cujas paredes encontram-se rompidas, expondo imediatamente os conte-
Udos celulares a acdo do solvente. No entanto, particulas excessivamente
pequenas podem apresentar inconvenientes tais como dificil separagéo
do marco da solugdo extrativa ao final da extracdo (VOIGT, 1982).

A granulometria foi determinada considerando os seguintes fatores:
classe granulométrica (CG, mm), intervalo de abertura de malha (Am,
mm), didmetro granulométrico médio (DG, mm), fracdo retida (FR, %),
fragdo retida acumulada (FRA, %) e fracdo de passagem (FP, %). A
tabela 1 apresenta os resultados obtidos.

TABELA 1. Analise granulométrica por tamisacdo da matéria-prima
vegetal moida

Mesh Intervalo DG Planta FR FRA

(mm) (A;mm) (mm) (@ (%) @ )

CG (mm)

>1,70 1,70 - - 0,08 0,27 0,27 99,73
1,70-1,00 1,00 0,70 1,35 335 11,20 11,47 88,53
1,00-0,71 0,71 0,29 0,86 7,31 2445 3592 64,08
0,71-0,50 0,50 0,21 0,61 885 2960 6552 34,48
0,50-0,355 0,355 0,15 043 431 1441 79,93 20,07
0,355-0,18 0,180 0,175 0,27 345 1154 9147 8,53

Coletor 0,00 <0,18 0,09 255 853 100,00 0,00

Total 29,90

CG: classe granulométrica; DG: didametro granulométrico médio; FR:
fragdo retida; FRA: fragdo retida acumulada; FP: fracdo de passagem
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A figura 7 representa a distribui¢do granulométrica do material
vegetal, enquanto a figura 8 representa as curvas caracteristicas de re-
tencdo e passagem acumuladas do material através da analise granulo-
métrica por tamisacao.

Uma vez que os resultados mostraram uma distribuicdo normal, o
didmetro médio das particulas foi calculado utilizando o modelo de
probitos para a linearizacdo da curva de distribuicdo granulométrica. A
andlise de probitos permite a transformacédo estatistica da distribuicdo
normal dos cumulativos % em uma linha reta. O ponto 50 % (probito =
5) foi utilizado para a determinagdo do didmetro médio das particulas
(DG50) e os pontos 16 % (probito = 4, DG16, diametro menor) e 84 %
(probito = 6, DG84, didametro maior) como os limites do intervalo, por
corresponderem a um desvio-padrao a direita e a esquerda da média, na
curva de distribuicdo normal. Deste modo, se o0 tamanho das particulas
seguir uma distribuicdo normal, o desvio-padrdo aritmético sera calcula-
do ou subtraindo-se do valor correspondente ao didmetro médio das
particulas (50 %, probito = 5, DG50) o valor correspondente a um des-
vio-padrdo a direita (16 %), ou subtraindo-se do valor correspondente a
um desvio-padrao a esquerda (84 %) o valor correspondente ao didmetro
médio (DG50); DG50 - DG16, ou DG84 - DG50.

Distribuicdo Granulometrica
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o
= 20,0000
2 \
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& 10,0000 4~ \
L 50000
0,0000 \

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
Abertura da Malha (mm)

Figura 7. Distribuicdo granulométrica referente a fragdo retida obtida
através da andlise granulométrica
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Figura 8. Curvas cumulativas de retengdo e passagem apos tamizacao da
matéria-prima vegetal moida. FRA: fracdo retida acumulada; FP: fracdo
de passagem

A tabela 2 apresenta os resultados obtidos pela avaliagdo dos pro-
bitos e a figura 9 a representacdo grafica dos mesmos. A equagdo da reta
obtida e coeficiente de correlagdo sdo: y = 2,454x + 3,095 e r = 0,9961,
respectivamente.

TABELA 2. Linearizacdo do didmetro granulométrico médio obtido
através do modelo de probitos

DG (mm) FP (%) Probitos
1,7000 99,73 7,326
1,3500 88,53 6,227
0,8550 64,08 5,358
0,6050 34,48 4,615
0,4275 20,07 4,158
0,2675 8,53 3,659
0,1800 0,00 0,000
DG: diametro granulométrico médio; FP: fracdo de passagem
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Probitos
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DG: diametro granulométrico médio
Figura 9. Representacao gréafica da linearizacdo do didmetro granulomé-
trico médio obtido através do modelo de probitos

Desta forma determinou-se que o didmetro médio do material comi-
nuido, com base nos graficos acima apresentados, é de 0,78 mm (z 0,41
mm).

3.4. Cinzas Totais

As cinzas totais incluem as derivadas de tecido vegetal (cinzas fisio-
I6gicas) e de materiais estranhos, especialmente areia e terra aderente a
superficie da droga (cinzas ndo-fisioldgicas) (Farmacopéia Brasileira,
1988). Desta forma, o0 ensaio de cinzas totais pode ser usado inclusive
como um indicador da idoneidade do fornecedor do material (GIL,
2007). Os valores preconizados pelas monografias da Farmacopéia Bra-
sileira variam entre 3 e 9,5 %.

O teor de cinzas totais obtido para a matéria-prima vegetal seca e
moida (n = 3) foi de 7,92 % (£ 0,03) com um desvio padrdo relativo de
0,33 %, estando dentro da faixa determinada pela farmacopéia (FAR-
MACOPEIA, 1988).

3.5. Qualidade microbioldgica do material

O ensaio microbioldgico nos permite tecer importante consideracéo
guanto a qualidade do material vegetal. A presenca de microorganismos
influencia diretamente na qualidade geral deste, principalmente no que
diz respeito a garantia de estabilidade dos principios ativos, refletindo,
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por conseguinte, nos resultados das analises quali e quantitativas reali-
zadas no &mbito do controle de qualidade fisico-quimico (GIL, 2007).

As matérias-primas vegetais possuem, naturalmente, uma carga mi-
crobiana elevada, geralmente, proveniente do solo. Além da microflora
natural, a manipulacdo durante a coleta e processamento pode levar a
contaminacéo adicional (GIL, 2007).

N&o ha hoje ainda uma uniformidade nas especificacdes estabele-
cidas dos limites de contaminagdo permitidos. Nos ultimos anos tem-se
verificado uma tentativa de harmonizacéo entre algumas farmacopéias:
Européia, Americana, embora nao haja a ado¢do de uma diretriz univer-
salmente aceita. A Farmacopéia Brasileira IV (1998) ndo apresenta ori-
entacdo de padrdo especifico para os produtos fitoterapicos, e limites
para a contagem de microorganismos viadveis totais constam, somente,
de algumas monografias (GIL, 2007).

A tabela 3 apresenta os limites microbioldgicos preconizados pela
OMS (Organizagdo Mundial de Saude) (WHO, 2005).
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TABELA 3. Limites microbiol6gicos preconizados pela OMS (WHO, 2005) para as diferentes categorias relaciona-

das ao material vegetal de acordo com a sua utilizagéo e caracteristicas.

Categoria zgfé%ri?ss Iiglggﬁiaes E. coli Ougraﬁ::;;iro Salmonella  Shigella  Clostridia
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
1 - <10° <10 - - Ausente --
2 <10’ <10* < 10? <10* Ausente  Ausente  Ausente
3 <10° <10° <10 <10° Ausente  Ausente  Ausente
4 <10’ <10* <10 <10° Ausente  Ausente  Ausente
5 <10° <10° Ausente <10° Ausente  Ausente  Ausente

1: Matéria-prima vegetal medicinal, material vegetal medicinal a ser processado posteriormente, incluindo procedi-
mentos de descontaminacdo quimica ou fisica;
2: Material vegetal medicinal que foi pré-tratado (por exemplo com agua fervente, de acordo com o preparo de chas e
infusdes) ou que serd usado em formas farmacéuticas tépicas;

3: Outros materiais vegetais medicinais para uso interno;

4: Fitoterapicos aos quais agua fervente é adicionada antes do uso;
5: Outros fitoterapicos.
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Uma vez que o material vegetal em estudo sera posteriormente
processado utilizando alta temperatura ou etanol para a extracdo das
substancias de interesse, pode ser enquadrado na descri¢do n°1 da tabela
3. Na contagem de bactérias aer6bias o valor encontrado foi de 1,04 x
10 UFC/mL e na contagem de bolores e leveduras, 8,25 x 10* UFC/mL.
Desta forma, a matéria-prima vegetal utilizada neste trabalho encontra-
se abaixo do limite preconizado pela OMS.

Com base no conjunto de resultados obtidos, a droga vegetal objeto
deste trabalho foi caracterizada e considerada adequada para a continui-
dade dos estudos.



Capitulo 2
Padronizacao das solucdes extrativas
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1. APRESENTACAO

A qualidade exigida e a disponibilidade de matérias-primas para a
fabricacdo de fitoterapicos sdo fatores limitantes para a industria farma-
céutica, uma vez que é necessaria a padronizacdo da mesma forma que
para 0s produtos sintéticos, embora respeitando suas especificidades.
Desta forma, a definicdo dos parametros necessarios da padronizagdo de
métodos para a avaliacdo da qualidade da matéria-prima vegetal e de
insumos vegetais para medicamentos fitoterapicos é de extrema relevan-
cia. Muitas espécies possuem poucos dados cientificos que permitam a
validacdo de sua utilizag8o, tanto do ponto de vista farmacol6gico quan-
to quimico. Estes conhecimentos estdo na base para o desenvolvimento
de fitoterapicos que agreguem qualidade com o desenvolvimento de
produtos.

Este capitulo trata da padronizacdo da extracdo de folhas de C.
glaziovii no sentido de maximizar sua potencial atividade anti-diabética
e anti-hipertensiva, utilizando para isto métodos de facil passagem de
escala e economicamente viaveis para processos industriais que devem
obter 0 maximo de rendimento. Os métodos de maceragdo e decocgéo
atendem a estes requisitos, tendo sido avaliados por delineamentos ex-
perimentais que permitiram o conhecimento da interferéncia dos fatores
de extracdo. Um método analitico de doseamento por CLAE dos marca-
dores quimicos foi desenvolvido e validado. Os extratos foram ainda
avaliados farmacologicamente tanto para a atividade anti-diabética
guanto anti-hipertensiva.

2. MATERIAIS e METODOS

2.1. Material

2.1.1. Matérias-primas

Acido cafeico (Sigma — Aldrich)
Acido clorogénico (Sigma — Aldrich)
Acido gélico (Fluka, Sigma — Aldrich)
Folhas de Cecropia glaziovii Sneth

2.1.2. Solventes, solucdes e reagentes
Acetonitrila grau CLAE (J. T. Baker)
Acido acético (Qhemis)
Agua mili-Q (Millipore)
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Agua purificada

Carbonato de sodio (Riedel de Haen)

Etanol

Metanol (J. T. Baker)

Reagente de Fenol de Folin-Ciocalteu (Fluka, Sigma — Aldrich)
Solucéo tampdo pH 4,0 (Nuclear)

Solucédo tampéo pH 7,0 (Nulcear)

2.1.3. Aparelhos, equipamentos e materiais especiais

Aparelho de hidrodestilagdo FABBE

Balanca Ohaus Analytical Standard

Balanga semi-analitica Gehaka BG 4000

Banho de Ultrassom — UltraSonic Cleaner USC 700 Unique
Banho termostatisado Marte

Bomba de vacuo EMC Platinum acoplada ao liofilizador
Bomba de vacuo Fisatom Mod. 830

Coluna Zorbax ODS (5 pm, 150 x 4,6 mm) Agilent
Cromatografo liquido de alta eficiéncia Perkin Elmer, equipado com:
Autosampler Perkin Elmer Series 200

Bomba binéria Series 200

Degasser a vacuo Perkin Elmer Series 200

Detector DAD Series 200 EP

Detector UV/Vis Series 200

Interface 600 Series LINK

Dessecador

Espectrofotdmetro UV/Vis Perkin EImer Lambda 10

Estufa Nova Etica 402 3G

Evaporador rotativo Marconi MA-120

Freezer Consul 180

Liofilizador Terroni LD 1500

Membranas HVLP 0,45 um, com 47 e 13 mm de didmetro Millipore
pHmetro Oakton, pH 5 Acorn series

Pré-coluna Phenomenex ODS (4,0 x 3,0 mm)

2.2. Metodologia

2.2.1.Validacdo da metodologia analitica por CLAE

O método desenvolvido para a analise das solugdes extrativas
preparadas consistiu na utilizacdo da cromatografia liquida de alta efici-
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éncia (CLAE), técnica esta muito utilizada para a detecgdo e quantifica-
¢cdo de compostos fenodlicos (ANDRADE-CETTO, 2007; ASTHER,
2005; AZUMA, 1999; CHANG, 2006; DE SOUZA, 2002). A anélise
foi desenvolvida em fase reversa com coluna C18 (Octadecilsilano -
ODS) baseada em estudos anteriores (COSTA, 2009). Os parametros de
validagédo foram desenvolvidos conforme ICH (2005) e BRASIL (2003).
Os parametros avaliados e validados do método foram: linearidade,
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatiddo, limite de
quantificagdo e limite de deteccéo.

Sistema Cromatogréfico

- Coluna: Zorbax ODS (5 um, 150 x 4,6 mm)
- Pré-coluna: ODS (4,0 x 3,0 mm)
- Fluxo: 1,0 mL/min
- Deteccdo: 330 nm. Conforme determinado em espectrofotdmetro
UV/Vis e confirmado pela literatura (CELLI, 2007)
- Volume de injecdo: 20 pL
- Fase movel: A: Acetonitrila
B: Acido acético 1,0%

A fase movel foi preparada diariamente e desgaseificada em ba-
nho de ultrasom por 10 minutos, antes do uso. A tabela 4 apresenta a
programacao da fase mdvel utilizada no equipamento de CLAE.

TABELA 4. Programacéo da fase mével para CLAE

Pm%sm? 640 Modo Solvente A (%)  Solvente B (%)
0-15 Isocratico 13 87
15-25 Gradiente 40 60
25-34 Isocratico 40 60

Solvente A: Acetonitrila; solvente B: Acido Acético 1,0%
Curva analitica, linearidade e intervalo

Para a obtencdo das curvas analiticas foram preparadas solucdes
de &cido clorogénico (ACG) e &cido cafeico (ACF), utilizando como
solvente metanol:agua purificada (1:1, v/v), nas concentragdes: 2,5; 5;
10; 12,5; 15; 20; 25; 50; 75; 100; 125; 150 e 200 pg/mL e 2,5; 5; 10;
12,5; 15; 20; 25; 50 e 100 pg/mL respectivamente. As solucbes foram



Capitulo 2 — Padronizacdo - 49

filtradas através de membrana de PVDF (Fluoreto de Polivinilideno) de
didmetro de poro de 0,45 pm e injetadas no cromatdgrafo por um injetor
automatico.

As areas foram representadas frente as concentrag@es para a cons-
trucdo das curvas de acido clorogénico e acido cafeico. A equacdo da
reta foi obtida por regressdo linear e o coeficiente de correlagéo calcula-
do. Para determinar a linearidade da curva analitica, espera-se que o
coeficiente de correlacdo (r) sejar > 0,99 (BRASIL, 2003).

O intervalo consiste na faixa entre os limites de quantificagdo su-
perior e inferior de um método analitico, sendo derivado do estudo de
linearidade.

Precisdo e exatiddo (E)

A precisdo e a exatiddo do método analitico foram testadas por
andlises inter e intra-dia.

A precisdo consiste na habilidade do método reproduzir o0 mesmo

resultado. Para isso foram realizados os seguintes testes:
Repetibilidade: expressa a precisdo sob as mesmas condic¢Ges de opera-
¢do num curto periodo de tempo. Na validacdo do método acima descri-
to, 3 concentra¢fes (minima, média e maxima) de &cido clorogénico
(2,5; 50 e 200 pg/mL) e de acido cafeico (2,5; 25 e 100 pg/mL) foram
injetadas trés vezes no mesmo dia. Desta forma foi possivel calcular o
desvio padrdo relativo, ndo devendo este ser maior do que 5,0 % (BRA-
SIL, 2003).

Precisdo intermedidria: expressa a precisdo em diferentes dias,
analistas, equipamentos entre outros. Na validacdo do método em ques-
tdo, a concentragdo de 50 pg/mL de &cido clorogénico e 25 pg/mL de
acido cafeico foram injetadas trés vezes em trés dias diferentes. O des-
vio padrdo relativo foi calculado, ndo devendo ser maior do que 5,0 %
(BRASIL, 2003).

A exatiddo consiste na concordancia entre o valor encontrado pe-
lo método e o valor aceito como verdadeiro (% de recuperacdo) (BRA-
SIL, 2003). A porcentagem de recuperacao deve ficar entre 95 — 105 %.
Neste trabalho foram utilizados os extratos obtidos por maceracdo (8
dias 20 % etanol, 8d20; 6 dias 50 % etanol, 6d50; 8 dias 80 % etanol,
8d80) e aos mesmos foram adicionados 25,0 pg/mL de &cido clorogéni-
co e 25,0 ug/mL de acido cafeico. O calculo utilizado para a obtengéo
da % de recuperacdo foi:

E = (concentracéo obtida — concentracéo real) x 100/concentracdo real
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Limite de quantificacdo (LQ)

Consiste na menor concentracdo do analito que pode ser determi-
nada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condigdes experimentais
estabelecidas. A equacdo utilizada para o célculo é apresentada a seguir:

LQ = dp x 10/IC

onde: dp é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de vérias
curvas analiticas construidas contendo concentracGes do farmaco pro-
ximas ao suposto limite de quantificacdo; IC € a inclinacdo da curva
analitica; 10 é utilizado com base na relacdo de dez vezes o ruido da
linha de base.

Limite de deteccéo (LD)

Consiste na menor concentragdo do analito que produz resposta
considerada detectavel. Normalmente é avaliada pela relagdo si-
nal:ruido, em uma proporcao 3,3:1. A equacéo utilizada para o calculo é
apresentado a seguir:

LD =dp x 3,3/IC

onde: dp é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de varias
curvas analiticas construidas contendo concentraces do farmaco pro-
ximas ao suposto limite de quantificacdo; IC € a inclinagdo da curva
analitica; 3,3 é utilizado com base na relacdo de 3,3 vezes o ruido da
linha de base.

2.2.2. Delineamento experimental

Para avaliagdo da interferéncia dos fatores no preparo das solu-
¢Oes extrativas foram elaborados dois delineamentos fatoriais com o
auxilio do programa Design Expert®, versdo 6.0.6. Cada delineamento
consiste hum desenho com 2 fatores e 2 niveis (maximo e minimo) para
cada fator (2%). Um delineamento foi elaborado para os extratos obtidos
por maceragdo (EM), considerando como fator A o teor etanolico (%) e
como fator B o tempo (dias). Todos os sistemas foram mantidos a tem-
peratura ambiente durante o tempo de extracdo. Para os extratos obtidos
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por decoccdo (ED) considerou-se como fator A a temperatura (°C) e
fator B o tempo (minutos), utilizando como liquido extrator agua purifi-
cada. Um ponto central foi proposto e cada ponto foi realizado em du-
plicata. No total foram preparados 20 extratos, 10 por maceracdo e 10
por decoccdo. Os delineamentos encontram-se descritos nas tabelas 5 e
6. Como parametro fixo foi adotada a propor¢édo planta:solvente de 5,0
%.

TABELA 5. Delineamento fatorial 2 para obtencéo das solucdes extra-
tivas por maceracgdo a temperatura ambiente. Fatores avaliados: concen-
tracdo de etanol (A) e tempo (B)

EXP E'an/g)o I 1;3225)0 Representagéo
1 20 4 4d20
2 20 4 4d20
3 80 4 4d80
4 80 4 4d80
5 20 8 8d20
6 20 8 8d20
7 80 8 8d80
8 80 8 8d80
9 50 6 6d50
10 50 6 6d50
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TABELA 6. Delineamento fatorial 2% para obtencéo das solucdes extra-
tivas por decoccdo utilizando agua purificada como liquido extrator.
Fatores avaliados: temperatura (A) e tempo (B)

Temperatura Tempo

EXP °C) (minutos) Representacédo
1 70 10 7010
2 70 10 7010
3 90 10 9010
4 90 10 9010
5 70 30 7030
6 70 30 7030
7 90 30 9030
8 90 30 9030
9 80 20 8020
10 80 20 8020

2.2.3. Preparo das soluges extrativas

Os parametros de preparagdo das solugdes extrativas foram esta-
belecidos conforme o planejamento fatorial previamente descrito (item
2.2.2.). Os frascos para maceracdo foram mantidos a temperatura ambi-
ente protegidos da luz e, apds o periodo determinado pelos delineamen-
tos, o material vegetal foi separado do solvente através de filtracdo a
Vacuo. Ja os extratos obtidos por decoccao foram filtrados apds resfria-
mento e reconstituicdo do volume.

2.2.4. Andlise das solucGes extrativas

Todos os ensaios descritos a seguir foram realizados para caracte-
rizacdo das solucgdes extrativas obtidas por maceracdo (EM) e por de-
coccédo (ED).

2.2.4.1. Residuo seco (HARTKE e MUTSCHLER, 1987)

Para a avaliacdo do teor de residuo seco (RS) pesou-se, exata-
mente, cerca de 20,0 g de cada solugéo extrativa em pesa-filtros previa-
mente tarados. O contetdo de cada pesa-filtro foi levado a secura em
banho de agua quente sob agitacdo ocasional e, a seguir os pesa-filtros
foram colocados em estufa a 105 °C por duas horas, resfriados em des-
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secador e entdo pesados. O resultado foi calculado em relagdo a 100,0 g
de solucdo extrativa (%, m/m) pela média de trés determinacdes.

2.2.4.2. pH

O pH das solugdes extrativas foi determinado utilizando-se um
pHmetro digital, calibrado com solucBes tampéo pH 4,0 e 7,0. A leitura
foi realizada em 20 mL da solucéo extrativa, aguardando a estabilizagdo
da leitura. O resultado foi expresso pela média de trés determinagdes.

2.2.4.3. Fendlicos totais (YU, 2002)

A determinacdo do teor de fendlicos totais foi realizada com a
utilizacdo do reagente de fenol Folin-Ciocalteu. 20 pL de solugdo extra-
tiva, 500,0 pL do reagente de fenol Folin-Ciocalteu e 2,0 mL de agua
purificada foram colocados em tubo de ensaio. Esta mistura foi agitada
e, num tempo ndo inferior a 30 segundos nem superior a 8 minutos,
foram adicionados a cada tubo 1,5 mL de solugdo de carbonato de sédio
20 %. O volume final foi completado a 10,0 mL com &gua purificada.
Apo6s 2 h de reacdo numa temperatura de 24 °C, as amostras foram lidas
em espectrofotdmetro de UV/Visivel a 765 nm em cubeta de 10 mm. O
branco continha todas as substancias da mistura de reacdo com exce¢do
da solucdo extrativa que foi substituida por agua purificada. As leituras
foram realizadas em triplicata.

A solugdo-mée de &cido galico foi preparada em baldo volumétri-
co de 100,0 mL, onde aproximadamente 0,5 g de acido foram exatamen-
te pesados e dissolvidos em 10,0 mL de metanol com auxilio de ultras-
som por 10 minutos. Em seguida o volume foi completado com &gua
purificada. Desta solugdo-mde foram obtidas as seguintes dilui¢des: 50,
100, 150, 250 e 500 pg/mL em agua purificada, para construgdo da cur-
va analitica. A mistura de reacdo continha 100,0 uL de cada uma das
concentrac@es, 500,0 pL do reagente de fenol Folin-Ciocalteu e 2,0 mL
de 4gua purificada. Em seguida, foi adotado o mesmo procedimento
acima descrito para as amostras das solugdes extrativas. A absorvancia
foi representada frente a concentracdo para a construcdo da curva anali-
tica do &cido gélico.

Os resultados foram calculados em termos de acido galico.
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2.2.5. Doseamento por CLAE dos marcadores quimicos

Os teores de ACG e ACF foram avaliados por CLAE, conforme
condicdes anteriormente validadas, descritas neste capitulo, item 2.2.1.,
paginas 47 e 48.

Antes da injecdo no cromatdgrafo, as amostras foram preparadas
da maneira descrita a seguir. Aliquotas de 3,0 mL de cada uma das solu-
¢Oes extrativas foram colocadas em balGes volumétricos de 10,0 mL e 0
volume completado com metanol:agua purificada (1:1, v/v). O volume
de 3,0 mL foi escolhido com base em estudo de linearidade dos marca-
dores nas solugdes extrativas que sera discutido no capitulo 3 desta dis-
sertagdo, por ser esta uma concentragdo onde os resultados apresentam-
se de maneira linear.

Os picos obtidos foram caracterizados por compara¢do com o
tempo de retencdo dos padroes de referéncia. A quantificacdo individual
dos compostos foi realizada usando a curva-padrao obtida por regressao
linear.

Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

2.2.6. Liofilizacdo das solugBes extrativas

Como etapa prévia a liofilizacdo, foi necessaria a eliminacdo do
etanol dos EM, realizada com auxilio de evaporador rotativo a 60 °C.
Para evitar a precipitacdo de substancias devido a menor relagéo solu-
to:solvente, foi previamente adicionado a cada solugdo extrativa uma
guantidade de agua purificada equivalente a quantidade de etanol a ser
evaporada.

Para a realizagdo da liofilizacdo, dois procedimentos distintos fo-
ram adotados, em funcéo da utilizacdo posterior do extrato liofilizado.
Os extratos destinados a caracterizacdo e ensaios bioldgicos foram trans-
feridos para frascos de vidro em aliquotas de volume aproximado de 20
mL; os extratos que seriam utilizados para o preparo das microparticulas
foram transferidos para frascos &mbar em volumes de 0,5, 1,0 e 2,0 mL.
Posteriormente, as amostras foram congeladas em freezer a -20 °C por
no minimo 48 horas e entdo liofilizados por 48 horas a -50 °C sob pres-
sdo de 133,3 mBar. Apods finalizacdo desta operacdo, os liofilizados
foram mantidos em dessecador até a sua utilizag&o.

2.2.7. Avaliacgdo in vivo da atividade anti-diabética

Este estudo foi realizado em colaboragdo com a equipe da Profa.
Dra. Fatima Regina Mena Barreto Silva no Laboratério de Hormonios e
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Transducdo de Sinais do Departamento de Bioquimica da UFSC com os
extratos liofilizados e os marcadores quimicos isolados: ACG e ACF. O
procedimento foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais —
CEUA da UFSC em 19 de marco de 2007 (anexo 2).

Dois estudos foram realizados: tolerancia a glicose em ratos hi-
perglicémicos e avaliacdo da atividade anti-diabética em ratos diabéticos
induzidos por aloxano. As amostras avaliadas foram os extratos 4d20,
8d20 e 6d50 (maceracgdo) e 8020 e 9030 (decocgdo), na concentracdo de
400 mg/kg de rato. Para os marcadores quimicos estas atividades foram
avaliadas utilizando as concentragcdes de 15,0 mg/kg para ACG, 2,0
mg/kg de ACG e ACF isolados ou a mistura de ambos nesta Ultima
concentragao.

No anexo 3, ao final desta dissertacdo, é apresentada uma descri-
¢do dos métodos utilizados neste estudo.

2.2.8. Avaliagdo ex vivo da atividade anti-hipertensiva

Este estudo foi realizado em colaboragdo com a equipe da Profa.
Dra. Rosa Maria Ribeiro do Valle Nicolau, no Laboratdrio de Farmaco-
logia de Produtos Naturais do Departamento de Farmacologia da UFSC.
Para a atividade anti-hipertensiva foram testados os extratos liofilizados
4d20 e 8d20 (maceragdo) e 8020 e 9030 (decocgdo).

No anexo 4 é descrita a metodologia utilizada para avaliacdo des-
ta atividade.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

No inicio deste trabalho, o marcador quimico selecionado foi o
ACG, segundo a literatura o composto de maior concentracdo na espécie
Cecropia (ANDRADE-CETTO, 2001 e 2007; HERRERA-
ARELLANO, 2004; NICASIO, 2005; REVILLA-MONSALVE, 2007;
TANAE, 2007). Estudos anteriores realizados por nosso grupo de pes-
quisa confirmaram a sua presenca também na Cecropia glaziovii Sneth.
Uma vez que suas caracteristicas fisico-quimicas sdo amplamente rela-
tadas na literatura e por sua disponibilidade comercial como padrdo
analitico, optou-se por utiliza-lo como marcador analitico.

Nas analises por CLAE dos extratos preparados para quantifica-
¢do do marcador quimico, o pico do acido clorogénico (ACG) estava
resolvido, apresentando um tempo de retencdo de 3,5 minutos, da mes-
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ma forma que o pico obtido pela inje¢do do padrdo deste acido. O extra-
to enriquecido com padrdo de ACG foi injetado no cromatografo e a
area resultante teve um aumento proporcional a quantidade de padréo
adicionada ao extrato. Além disso, 0 espectro obtido por meio de detec-
tor DAD (deteccdo ultravioleta por arranjo de diodos) demonstrou um
grau de pureza de 1,04.

No entanto, observou-se nos extratos obtidos por maceracdo a
presenca de um segundo pico, com tempo de retencdo aproximado a 6,0
minutos. Este pico apresentava uma &area bastante variavel em funcéo da
porcentagem de etanol no liquido extrator, com uma area inversamente
proporcional & concentragéo de etanol figura 10.

Figura 10. Sobreposicdo de cromatogramas dos primeiros 8 minutos das
solugdes extrativas obtidas por maceragéo (4d20, 8d20, 6d50 e 8d80).
(a) Linha preta referente ao extrato 8d20, (b) linha verde referente ao
extrato 4d20, (c) linha vermelha referente ao extrato 6d50 e (d) linha

azul referente ao extrato 8d80

O ACG é um éster conjugado dos &cidos cafeico e quinico. Desta
forma investigou-se a possibilidade desta substancia ser o ACF. Com o
intuito de verificar esta possibilidade, um padrdo de ACF foi injetado no
cromatdgrafo mantendo as mesmas condicGes cromatograficas, sendo
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verificado o mesmo tempo de retengdo entre o padrdo e a substancia em
guestdo. Além disso, uma aliquota do extrato foi enriquecida com o
ACF padréo e observou-se um aumento da area proporcional a quanti-
dade de padrdo adicionada. Para confirmar esta hipétese, padréo e extra-
tos foram injetados em cromatdgrafo acoplado a um detector DAD.

As figuras 11 e 12 apresentam o0s cromatogramas obtidos para 0s
picos do padrdo de ACF e do extrato 4d20, respectivamente. A similari-
dade dos dois espectros UV/Vis acoplados aos cromatogramas indica
gue se trata da mesma substancia, o ACF.

3Z2nm 10218280 WMax = 324

o T B R A AR |
200 225 250 275 200 325 £ 375 a00

Figura 11. Cromatograma tipico obtido por CLAE do ACF e respectivo
espectro obtido com detector DAD na regido de 180 a 400 nm
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Figura 12. Cromatograma do extrato 4d20 salientando o pico do ACF e
seu espectro, obtido com detector DAD na regido de 180 a 400 nm

A partir da qualificagdo do ACF iniciou-se 0 monitoramento do
mesmo, que foi considerado um segundo marcador quimico, principal-
mente devido & variacdo de sua concentracdo em fungdo dos pardmetros
de extracdo estudados. Além disso, relatos da literatura de sua atividade
no tratamento do diabetes justificaram o interesse na quantificacdo desta
substancia (CELIK, 2009; UN, 2006; WELSCH, 1989).

A avaliagdo quantitativa das solucdes extrativas foi, desta forma,
baseada nos acido clorogénico e acido cafeico, representantes polifeno-
licos da classe dos acidos fendlicos.

3.1. Validacédo da metodologia analitica por CLAE

Neste trabalho foi desenvolvida uma metodologia de separagdo
por fase reversa utilizando CLAE combinada a detec¢do por espectrofo-
tometria de UV (ultravioleta) para a determinacdo quali e quantitativa de
compostos fenolicos nos extratos de Cecropia glaziovii. O método de-
senvolvido, cujas condi¢des estdo descritas nas p. 47 e 48, item 2.2.1.,
mostrou uma separacdo de alto desempenho dos dois compostos fendli-
cos de interesse, o acido clorogénico e o acido cafeico.

3.1.1. Linearidade

A linearidade pode ser definida como a capacidade do método de
fornecer resultados que sdo diretamente proporcionais a concentragao da
substancia na amostra, dentro de um intervalo especifico. Esta avaliacdo
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é realizada através da elaboracdo de uma curva analitica e da andlise
estatistica da linearidade através de regressao linear (BRASIL, 2003).

A linearidade do método foi investigada para o acido clorogénico
no intervalo de 2,5 — 200 pg/ml e para o acido cafeico no intervalo de
2,5 — 100 pg/ml, tendo sido elaboradas trés curvas analiticas para cada
marcador. A tabela 7 apresenta as equacfes de reta utilizadas na conver-
sdo entre as areas dos picos dos cromatogramas obtidas e a concentragéo
de cada um dos analitos, bem como o fator de correlacdo que deve ser r
> 0,99 (BRASIL, 2003). As figuras 13 e 14 apresentam as curvas anali-
ticas obtidas para 0 ACG e o ACF, respectivamente. O intervalo médio
das areas obtidas para 0 ACG foi de 124.124,50 — 10.825.077,00 uV.s e
para o ACF foi de 220.669,78 — 9.158.942,30 uV.s.

TABELA 7. Dados de linearidade dos marcadores quimicos obtidos
para a validacdo do método de CLAE

Intervalo de Coeficiente de
Composto  Linearidade Equacéo da reta x
Correlagdo (r)
(Hg/mL)
ACG 2,5-200 y = 54291x - 16595 0,999995
ACF 2,5-100 y = 91599x - 6746,9 0,999987

As curvas analiticas para os acidos clorogénico e cafeico apresen-
taram excelente coeficiente de correlagdo (r), sendo, portanto linear nos
respectivos intervalos. Cada ponto da curva representa a média dos valo-
res obtidos para cada concentragdo com seu respectivo desvio padrdo. A
avaliacdo dos residuos ndo indica uma tendéncia em nenhuma das cur-
vas obtidas (ACG ou ACF).
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Figura 13. Curva analitica média do &cido clorogénico obtida por CLA-
E. Coeficiente de correlagdo, 0,999995; equacdo da reta: y = 54291x -
16595
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Figura 14. Curva analitica média do acido cafeico obtida por CLAE.
Coeficiente de correlacdo, 0,999987; equacdo da reta: y = 91599x —
6746,9
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3.1.2. Preciséo

A repetibilidade foi caracterizada para ambos os marcadores por
desvios padroes relativos inferiores a 0,4 %. J& a precisdo intermediaria
apresentou desvios inferiores a 0,7 %, demonstrando que o método pro-
posto é preciso. A tabela 8 apresenta os resultados obtidos para preciséo.

TABELA 8. Dados de precisdo: repetibilidade e precisdo intermediaria
dos marcadores quimicos obtidos para a validacdo do método de CLAE

Repetibilidade Precisdo Intermediaria
Composto | Concentragdo | DPR | Concentracdo | DPR
(Mg/mL) | (%) (Hg/mL) (%)
2,5 0,2
ACG 50 0,4 50,0 0,6
200 0,2
2,5 0,4
ACF 25 0,3 25,0 0,7
100 0,2

DPR: desvio padrdo relativo

3.1.3. Exatidao

A exatiddo de um método analitico corresponde a proximidade
entre os resultados obtidos por um determinado método e o valor verda-
deiro. A exatiddao pode ser avaliada através de amostras as quais séo
adicionadas quantidades conhecidas da substancia referéncia, sendo
expressa como porcentagem de recuperacdo (BRASIL, 2003; ICH,
2005). Quando todos os valores experimentais obtidos encontrarem-se
dentro dos limites aceitaveis de recuperacdo (95-105 %), o método sera
considerado exato.

Como pode ser observado na tabela 9, a recuperacdo média de
todas as amostras avaliadas encontra-se dentro dos limites preconizados,
demonstrando entdo a exatiddo do método.
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TABELA 9. Dados de exatiddo do doseamento dos marcadores quimi-
€os nos extratos utilizados para a validacdo do método de CLAE

Concentracdo do

Extratos Composto Extrato Recuperagdo
(ug/mL) Média (%) DPR (%)
8d20 ACG (25 pg/mL) 65,9 100,6 0,4
ACF (25 pg/mL) 41,7 100,8 0,5
6d50 ACG (25 pg/mL) 155,9 98,0 0,2
ACF (25 pg/mL) 9,4 101,9 0,5
8d80  ACG (25 pg/mL) 138,7 100,1 0,5
ACF (25 pg/mL) 5,3 102,3 0,1

DPR: desvio padrdo relativo

3.1.4. Limite de quantificacdo e limite de deteccao

A sensibilidade da metodologia de quantificacdo dos ACG e ACF
foi avaliada através da determinacdo dos limites de deteccdo e quantifi-
cacdo. O limite de deteccdo é tido como a menor concentracdo absoluta
do analito numa amostra capaz de ser detectada, mas ndo necessaria-
mente quantificada sob as mesmas condi¢des do experimento. O limite
de quantificacdo é tido como a menor concentracdo do analito numa
amostra capaz de ser quantificado com precisdo aceitavel e exatidao
(BRASIL, 2003; ICH, 2005). Neste contexto, a determinagdo do limite
de deteccdo e quantificacdo foi calculada com base no desvio padrédo da
resposta, inclinagdo da curva analitica e ruido obtido durante analise. A
tabela 10 apresenta esses resultados.

TABELA 10. Limites de quantificacdo e deteccdo dos marcadores qui-
micos obtidos para a validacdo do método de CLAE

LQ LD
(Mg/mL) (pg/mL)
ACG 1,05  0,3460

ACF 0,22 0,0732
LQ: limite de quantificacdo; LD: limite de deteccdo

Composto

A determinacdo dos LD e LQ em funcdo da area foi calculada a-
través da area do ruido obtido durante a anélise da amostra e dos marca-
dores isolados. Considerando que o ICH (2005) determina que a area do
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LD deva ser 3 vezes a area do ruido e que a area do LQ deva ser 10
vezes a area deste mesmo ruido, obteve-se para 0 método os limites de
deteccdo e de quantificacdo de 136,41 uV.s e 454,70 uV.s, respectiva-
mente.

O conjunto dos resultados obtidos no estudo de validagdo permite
concluir que o método proposto é adequado e seguro para a quantifica-
¢do dos marcadores quimicos nos extratos obtidos. Desta forma, o ACG
e 0 ACF foram quantificados nos extratos utilizando o método de cro-
matografia liquida de alta eficiéncia devidamente validado. Os teores
destes &cidos nos extratos obtidos por maceracédo e decocgdo estdo des-
critos nas tabelas 11 e 13, respectivamente. As tabelas 12 e 14 apresen-
tam a analise da variancia (ANOVA) para todos os resultados obtidos
para os diferentes extratos.

3.2. Analise das solucgdes extrativas: Maceracdo e Decoccédo

As tabelas 11 e 12 apresentam, respectivamente, os resultados de
todos os ensaios realizados para a caracterizagdo das solugBes extrativas
obtidas por maceragdo e a andlise estatistica destes, dando uma visdo
geral dos mesmos.

TABELA 11. Resultados da caracterizagdo dos extratos obtidos por
maceracéo usando o delineamento fatorial 2

Residuo Fendlicos totais ACG ACF
EXP Extrato seco (%) pH (mg/mL) (wg/mL)  (ug/mL)

1 4d20 1,06 5,78 3,64 131,09 36,93
2 4d20 1,05 5,81 3,96 128,81 36,67
3 4d8so 1,02 5,88 3,48 150,99 3,25
4 4d8so 1,01 5,88 3,37 150,69 3,27
5 8d20 1,14 5,79 3,95 73,36 58,35
6 8d20 1,10 5,83 3,69 75,62 57,61
7 8d80 1,06 5,90 3,47 154,80 3,78
8 8d80 1,05 5,93 3,43 153,99 3,67
9 6d50 1,08 5,92 3,88 167,11 11,94
10 6d50 1,07 5,96 3,89 167,65 12,18
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TABELA 12. Analise de variancia dos resultados da caracterizacdo dos
extratos obtidos por maceragdo usando o delineamento fatorial 22 (p <
0,05)

Residuo Fendlicos ACG ACF

ANOVA  co®) PP totais (mg/mL)  (ug/ml)  (ug/mL)

Modelo 0,0005  0,0008 0,0027 <0,0001 <0,0001

A 0,0010  0,0008 0,0027 <0,0001 <0,0001
B 0,0012 -- - <0,0001 <0,0001
AB - -- -- <0,0001 <0,0001

Curvatura  0,3380 0,0020 0,0242 <0,0001 <0,0001
Lack of Fit 0,2571  0,3187 0,9680 -- --

ACF: Transformagao recomendada: Square root (Lambda = 0,5)
Fator A: Concentracdo de etanol (%)
Fator B: Tempo (dias)

Da mesma forma, as tabelas 13 e 14 apresentam os resultados dos
estudos realizados com as solugbes extrativas obtidas por decocgdo,
assim como a analise estatistica dos mesmos.

TABELA 13. Resultados da caracteriza%éo dos extratos obtidos por
decoccéo usando o delineamento fatorial 2

EXP Extrato Residuo 0 Fendlicos totais ACG ACF
seco (%) (mg/mL) (ng/mL)  (ug/mL)
1 7010 0,82 5,88 2,09 179,09 7,75
2 7010 0,76 5,94 1,65 177,67 1,72
3 9010 0,91 5,72 2,19 190,17 7,59
4 9010 0,93 5,72 2,15 192,99 8,02
5 7030 0,87 5,85 2,21 185,41 8,06
6 7030 0,83 5,84 2,13 186,65 8,18
7 9030 0,91 5,70 2,19 191,55 8,70
8 9030 0,95 571 2,35 193,04 8,63
9 8020 0,77 5,65 2,15 220,87 4,86
10 8020 0,76 5,66 2,06 221,30 4,86
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TABELA 14. Anélise de variancia dos resultados da caracterizagdo dos
extratos obtidos por decoccdo usando o delineamento fatorial 22 (p <
0,05)

. Fenolicos
Residuo - ACG ACF
ANOVA 0 pH totais

seco (%) (mg/mL) (ug/mL)  (pg/mL)
Modelo 0,0035  0,0001 0,0983 0,0002 0,0045
A 0,0016 <0,0001 0,1109 <0,0001 0,0304
B 0,0977  0,0498 0,1103 0,0041 0,0017
AB - - -- 0,0089 0,0679

Curvatura  0,0021  0,0003 0,9400 <0,0001 <0,0001
Lackof Fit 0,1979  0,1334 0,3950 - -

Fator A: Temperatura (°C)
Fator B: Tempo (minutos)

Residuo Seco

O residuo seco e o pH sdo parametros do controle de qualidade de
produtos fitoterapicos que auxiliam no estabelecimento de suas caracte-
risticas e na sua padronizagao.

O residuo seco avalia a quantidade total de substancias extraidas
em condicdes especificas, desta forma podendo dar informacGes sobre a
influéncia das diferentes condicfes de extracdo (método de extragdo,
liquido extrator, tempo de extracdo, entre outros) sobre a qualidade do
processo extrativo.

Considerando os extratos obtidos por maceragdo pode-se obser-
var a influéncia tanto da concentragdo de etanol (fator A) quanto do
tempo de extracdo (fator B) (tabela 12) sobre o residuo seco, sendo que
os dois fatores sdo significativos. O aumento da porcentagem de etanol
do liquido extrator provoca a diminui¢do do residuo seco. Por outro
lado, 0 aumento do tempo resulta em uma maior quantidade de residuo.
Esta relagdo pode ser observada na figura 15.
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Figura 15. Representacdo gréafica dos fatores concentracdo de etanol (A)
e tempo (B) dos extratos obtidos por maceragéo para residuo seco. (A):
8 dias; (m): 4 dias

Para a decoc¢do, os dois fatores considerados também sdo signi-
ficativos. No entanto, no caso dos decoctos, tanto a temperatura como o

tempo, quando aumentados, provocam um aumento do residuo seco
(figura 16).



Capitulo 2 — Padronizacdo - 67

0.95 — B: Tempo (minutos)
0.91 —

<

[=]

(&)

@

@0 0.86

Q

3

=

w

@

o
0.81 —
0.76 —

I I I
70 80 90

A: Temperatura (°C)
Figura 16. Representacdo grafica dos fatores temperatura (A) e tempo
(B) dos extratos obtidos por decocg¢do para residuo seco. (A ): 30 minu-
tos; (m): 10 minutos

Né&o foi encontrada correlacdo entre o residuo seco e o teor dos
marcadores quimicos indicando que este método ndo pode ser utilizado
como indicativo da concentracdo dos mesmos.

pH

Com relagdo ao pH, quando se observam os valores para os dife-
rentes extratos obtidos por maceracao, verifica-se que apenas a concen-
tracdo de etanol é significativa, sendo que um aumento da concentracao
de etanol acarreta um aumento no valor de pH (figura 17). No entanto,
este aumento néo é linear, como indica o valor de significancia da cur-
vatura expressa na tabela 12.

A diferenca entre os valores de pH dos extratos mostrou-se esta-
tisticamente significativa apos a aplicagdo do teste t de Student (a <
0,05). Contudo, esta diferenca estatistica pode ser considerada de pouco



Capitulo 2 — Padronizacdo - 68

significado tecnoldgico, uma vez que os valores encontrados sdéo muito
préximos.

A: Etanol (%)
B: Tempo (dias)

20 8

Figura 17. Grafico tridimensional dos resultados obtidos para o ensaio
de pH relacionando os fatores concentracdo de etanol (A) e tempo (B)
dos extratos obtidos por maceracdo

Na decoccdo, tanto a temperatura como o tempo sugerem ter in-
fluéncia sobre o pH. Como pode ser visualizado na figura 18, 0 aumento
da temperatura e do tempo resulta na diminui¢do do pH. No entanto, ao
contrario do observado para a maceracdo, ndo foram encontradas dife-
rencas significativas entre os valores ap6s a aplicacdo do teste t de Stu-
dent, mesmo considerando que a curvatura é significante (tabela 14).
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Figura 18. Representacdo grafica dos fatores temperatura (A) e tempo
(B) dos extratos obtidos por decocgdo para o ensaio de pH. (A): 30
minutos; (m): 10 minutos

Fenolicos totais

Os polifendis sdo substéncias redutoras e, portanto, oxidam-se
com facilidade, resultando em substancias coradas (SIMC)ES, 2003).

O conteldo total de compostos fendlicos foi determinado usando-
se a técnica de Folin-Ciocalteu. Este método colorimétrico consiste na
extracdo de compostos fendlicos (solucdo acida) e sua quantificacdo por
espectrofotometria, apds reacdo de oxi-reducdo em presenca de alcali
(solucédo de carbonato de sodio). Esta reagdo resulta na formacao de um
complexo de coloragdo azulada (SIMOES, 2003; VERZA, 2007). O
agente de oxi-reducdo utilizado foi o reagente de fenol Folin-Ciocalteu,
composto por fosfomolibdato e fosfotungstato, que atua medindo a
guantidade de substancias necessarias para inibir a oxidacdo do reagen-
te, de forma que a capacidade redutora da amostra € mensurada como
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um todo. O complexo colorido que se forma, no entanto, é extremamen-
te instavel, constituindo-se esta a principal limitacdo do método, além da
interferéncia de outros constituintes. Este inconveniente pode ser mini-
mizado pela realizacdo da medida de valores de absorvancia no tempo
estabelecido de 120 minutos.

Este ensaio, bem como os demais que avaliam uma determinada
classe de substancias, néo é especifico para um dado composto, poden-
do, com isto, incorrer em erro devido a presenca de interferentes ou por
diferencas entre os maximos de absorc¢ao das substancias envolvidas. No
entanto, apesar dos problemas inerentes a estes ensaios, no caso de ex-
tratos vegetais 0s mesmos podem dar informagfes importantes sobre a
qualidade da amostra avaliada. Ao tratar-se de uma matriz complexa,
gue pode apresentar variagOes quali e quantitativa em sua composi¢éo, a
quantificacdo total pode ser considerada vantajosa. Além disso, as pro-
priedades bioldgicas dos extratos vegetais estdo mais comumente rela-
cionadas a efeitos sinérgicos de varios compostos do que a substancias
isoladas.

Os resultados de fenodlicos totais foram expressos em termos de
acido galico (YU, 2002). Esta metodologia foi desenvolvida por Folin e
Ciocalteu em 1927 e utilizada por outros autores (SADLER, 1995; TE-
PE, 2007; VERZA, 2007), com pequenas modificacbes. A figura 19
apresenta a curva do acido galico utilizada para o doseamento. A curva
apresenta como equacdo da reta, y = 0,0008x + 0,0164 e coeficiente de
correlagdo, r = 0,9999.
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Curva Analitica - Acido Galico
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Figura 19. Curva analitica média do acido galico obtida por espectrofo-
tometria UV/Vis. Detecgdo: 765 nm. Coeficiente de correlacéo, 0,9999;
equacdo da reta: y = 0,0008x + 0,0164

Como pode ser observado nas tabelas 11 e 13, os EM apresentam
um maior teor fenolicos totais do que os ED. Varias podem ser as causas
desta diferenca, entre as quais podem ser destacados dois fatores. Inici-
almente, devido aos solventes empregados. Na maceracdo o liquido
extrator € uma mistura de etanol/agua, na decocgéo é utilizada somente
agua, portanto, os solventes utilizados para os dois métodos apresentam
diferencas de polaridade. De acordo com a literatura, os polifendis séo
melhor extraidos em sistemas alco6licos de concentragdo entre 40 e 80
% do que quando utilizados solventes puros (&gua, etanol, metanol)
(KATSUBE, 2009). Além disso, a influéncia da temperatura também é
marcante: seu aumento resulta num incremento da solubilidade dos
acidos clorogénico e cafeico (MOTA, 2008) e, consequentemente, faci-
lita a sua extragdo; entretanto, pode potencializar a degradacdo e/ou
reacdes de polimerizacdo dos compostos fenélicos (MA, 2009).
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Com relacdo aos EM, podemos observar que os resultados para

fendlicos totais sdo influenciados pela concentracdo de etanol no extra-
to. A medida que a concentracio de etanol aumenta, a concentracéo de
fendlicos totais diminui (figura 20). J& na decoccdo os dois fatores séo
significativos, conforme se aumenta a temperatura e o tempo, ocorre 0
aumento da concentracgdo de fendlicos totais (figura 21).

Fendlicos Totais (mg/mL)

A: Etanol (%)

B: Tempo (dias)

80 4

Figura 20. Grafico tridimensional dos resultados obtidos para o ensaio
de fenolicos totais relacionando os fatores concentracdo de etanol (A) e

tempo (B) dos extratos obtidos por maceracao
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Figura 21. Representacgdo gréfica dos fatores temperatura (A) e tempo
(B) dos extratos obtidos por decocgdo para o ensaio de fendlicos totais.
(A): 30 minutos; (m): 10 minutos

Teor de acido clorogénico e acido cafeico

No desenvolvimento de fitoterapicos, é desejavel a recuperacao
dos compostos quimicos do material vegetal em sua totalidade, ou valo-
res muito proximos, em cada etapa de seu processamento. Em se tratan-
do dos compostos quimicos responsaveis, ou parcialmente responsaveis
pela atividade biolégica, como é o caso dos acidos fendlicos na Cecro-
pia glaziovii, este requisito assume papel fundamental, por isto a impor-
tancia do conhecimento de todos os fatores que possam interferir em
cada etapa deste processo.

Neste trabalho foi realizado um estudo de formulacdo utilizando
um delineamento fatorial que permitiu, com o auxilio do software De-
sign-Expert®, a analise da influéncia de diversos parametros simultane-
amente sobre respostas pré-estabelecidas. No caso dos teores dos mar-
cadores quimicos, ACG e ACF, determinados através do método de
CLAE validado e apresentados na tabela 11, pode-se observar a influén-
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cia de todos os fatores estudados sobre esta resposta, bem como algumas
interacdes entre elas.

Para 0 ACG nos EM pode-se observar claramente uma interagdo
entre a porcentagem de etanol e o tempo (figura 22).
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Figura 22. Grafico de interacdo entre os fatores concentracéo de etanol
(A) e tempo (B) dos extratos obtidos por maceragéo para o doseamento
de acido clorogénico. (A): 8 dias; (m): 4 dias

Na concentracdo de etanol de 80 % é possivel observar-se uma
constancia nos teores do ACG nos tempos estudados, indicando que no
menor tempo estudado, 4 dias, a quantidade total passivel de ser extraida
nestas condigdes ja foi transferida ao liquido extrator, ou seja, o equili-
brio de extracdo ja foi alcancado a 4 dias. Por outro lado, quando o li-
quido extrator utilizado foi o etanol 20 %, observou-se uma queda im-
portante no teor deste &cido com o aumento do tempo (tabela 11). Este
Gltimo resultado foi considerado bastante surpreendente, indicando al-
gum tipo de alteracdo na composicdo do extrato durante o processo
extrativo, 0 que motivou um estudo para elucidacdo deste fato. Este
estudo serd apresentado no capitulo 3.
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Ainda observando a tabela 11, pode-se verificar que o extrato que
apresenta maior concentracdo de ACG é o extrato com 60 % de etanol,
seguido dos extratos com 80 % de etanol (independente do tempo em-
pregado), o extrato obtido apds 4 dias com 20 % de etanol e apds 8 dias
de extracdo com 20 % de etanol.

A andlise dos teores de ACF encontrados nos extratos apresentou
valores acima de 10 entre o resultado maximo e o minimo, que neste
tipo de andlise indicam que uma transformacao € necessaria para melhor
interpretacdo dos resultados. No caso do ACF esta razéo foi de 17,97 e,
por este motivo, os dados foram transformados utilizando a raiz quadra-
da. A figura 23 mostra o comportamento dos resultados, num grafico de
interacéo.
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Figura 23. Grafico de interacdo apds aplicacdo de raiz quadrada, entre 0s
fatores concentracdo de etanol (A) e tempo (B) dos extratos obtidos por
maceracao para o doseamento de &cido cafeico. (A): 8 dias; (m): 4 dias

A concentracdo de ACF em 20 % de etanol teve um aumento sig-
nificativo quando o tempo aumentou de 4 para 8 dias, passando de cerca
de 36 para 58 ug/mL, respectivamente. Neste mesmo periodo, a concen-
tracdo de ACG diminuiu de aproximadamente 130 para 75 ug/mL. Bus-
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cando justificar este resultado inusitado, foi levantada a hip6tese de que
0 ACG poderia ter sido convertido em ACF, uma vez que o acido cloro-
génico é um éster do acido cafeico (OLTHOF, 2001). Esta conversdo
poderia ter ocorrido devido a agdo de enzimas extraidas da propria plan-
ta ou dos microorganismos que pudessem estar presentes nas solugbes
extrativas, além de uma maior extracdo do composto. Estas hipdteses
foram avaliadas e os resultados deste estudo constituem o capitulo 3
desta dissertagdo.

A analise dos teores encontrados para 0 ACG nos extratos obtidos
por decocgdo também evidenciou uma interacdo entre os fatores tempe-
ratura e tempo, como pode ser observado na tabela 14 e na figura 24.

Com o aumento do tempo e da temperatura obteve-se uma maior
concentracdo de ACG. No entanto, a 90 °C a diferenga entre 10 e 30
minutos foi pouco expressiva.
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Figura 24. Grafico de interacdo entre os fatores temperatura (A) e tempo
(B) dos extratos obtidos por decocgdo para o doseamento de &cido clo-
rogénico. (A): 30 minutos; (m): 10 minutos
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A andlise dos teores de &cido cafeico nos extratos obtidos por de-
coccdo indica que em 10 minutos tem-se pouca influéncia da temperatu-
ra, ja em 30 minutos a variacdo na concentragdo de &cido cafeico é mais
significativa (figura 25). No entanto, os valores de ACF nos decoctos
S80 pouco expressivos, principalmente se comparados aos elevados
teores de acido clorogénico encontrados nos mesmos.
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Figura 25. Grafico de interacdo entre os fatores temperatura (A) e tempo
(B) dos extratos obtidos por decocg¢do para o doseamento de acido cafei-
co. (A): 30 minutos; (m): 10 minutos

3.3. Avaliago in vivo da atividade anti-diabética

Um estudo realizado por Revilla-Monsalve e colaboradores
(2007) avaliou a atividade da C. obtusifolia em pacientes diabéticos por
32 semanas. Efeitos positivos foram obtidos ap6s 18 semanas de trata-
mento, porém, este estudo ndo mostrou mudanca significativa nos niveis
de insulina, levando a conclusdo de que o efeito hipoglicemiante da
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Cecropia ndo poderia ser atribuido a inducdo de secrecdo de insulina,
mas poder-se-ia entdo sugerir uma atividade insulino-mimética. Esses
resultados interessantes nos levaram a investigar uma possivel atividade
anti-diabética na C. glaziovii, uma vez que ndo foram encontrados rela-
tos na literatura de utilizacdo desta planta com esta finalidade.

A possivel atividade anti-diabética dos extratos foi avaliada utili-
zando dois modelos, administracdo oral em ratos hiperglicémicos e em
ratos diabéticos porque, desta forma, é possivel evidenciar a forma co-
mo esta atividade ocorre.

O péncreas de ratos normais hiperglicémicos possui células 8 ca-
pazes de secretar insulina, portanto este estudo permite a avaliagdo da
funcdo secretagoga de insulina. Ja nos ratos diabéticos o pancreas nao é
funcional; uma queda na glicemia nestes animais apés a administracdo
do extrato evidencia uma atividade insulino-mimética (CAZAROLLI,
2009).

Os extratos selecionados para a realizacdo destes estudos foram
0s EM 4d20, 8d20 e 6d50 e os ED 8020 e 9030.

Os EM 4d20 e 8d20 foram escolhidos por apresentarem a maior
concentracdo de ACF (substancia ja relatada como possuindo atividade
anti-diabética), mas uma relacdo ACG:ACF diferente: para 4d20 a rela-
¢do é de 3,6:1, enquanto que para 8d20 a relagdo é de 1,3:1. As diferen-
tes proporcdes entre os marcadores quimicos podem permitir a observa-
¢do de possivel efeito sinérgico na atividade. O extrato 6d50 foi selecio-
nado por apresentar a maior concentra¢do de ACG, dentre todos os EM
preparados. Ja os ED foram escolhidos por apresentarem a maior con-
centracdo de ACG (8020) e a maior concentracdo de ACF (9030) do
delineamento realizado. Todos os extratos foram testados na concentra-
¢do de 400 mg/kg.

Os marcadores isolados também foram testados. O ACG foi ava-
liado na concentracdo usual para este tipo de ensaio, 15,0 mg/kg (refe-
réncia), e posteriormente em concentracdo proxima a encontrada nos
extratos, 2,0 mg/kg. O ACF foi testado na concentracdo de 2,0 mg/kg. A
mistura de ambos foi avaliada a 2,0 mg/kg de cada um dos acidos.

3.3.1. Avaliacdo dos EM em animais hiperglicémicos

O primeiro marcador quimico a ser testado foi o ACG isolado, na
concentragdo de 15 mg/kg de animal. Em seguida foram testados 0s
extratos brutos obtidos por maceragdo na concentracdo de 400 mg/kg.

O ACG nesta concentracdo ndo foi capaz de reduzir a glicemia
dos animais no tempo do estudo, conforme observado na figura 26
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guando comparado ao controle hiperglicémico tendo promovido inclusi-
ve 0 aumento da glicemia. Por outro lado, os EM 4d20 e 8d20 apresen-
taram resultados bastante expressivos na reducdo da glicemia, em espe-
cial o extrato 8d20. O mesmo apresentou diferenca significativa (p <
0,001) nos tempos de 15, 30 e 60 minutos € p < 0,05 em 180 minutos. O
extrato 4d20 apresentou diferenca significativa (p < 0,001) nos primei-
ros 15 minutos.

Maceragio - 400 mg'kg

controle hiperglicémico
Maceracdo 4d20

t

Maceragédo 8d20
- ACG 15,0 mgrkg
ACG 2,0 mg/kg
ACG e ACF 2.0 mg/kg
Maceragdo 6d50
ACF 2,0 mg/kg

4

glicemia (mgfdl)

titt

0 30 160 15‘0 260
tempo (min)
Figura 26. Grafico comparativo do efeito agudo entre os marcadores
guimicos (isolados e em associacdo) e os extratos obtidos por maceracao
na curva de tolerancia a glicose oral. Administracdo dos extratos liofili-
zados por gavagem: 400 mg/kg. Os resultados sdo a média + EPM (n =
6 —10)

Com base nas concentra¢es do ACG e do ACF nos extratos (ex-
pressos na tabela 11, pagina 63), é possivel calcular a quantidade desses
acidos administrada em média aos animais. Os ratos tratados com o
extrato 4d20, receberam em média 4,30 mg/kg de ACG e 1,54 mg/kg de
ACF. Os ratos tratados com o extrato 8d20, receberam em média 2,61
mg/kg de ACG e 2,39 mg/kg de ACF. Sendo assim verifica-se que no
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extrato 4d20 a concentracdo do ACG era aproximadamente 3 vezes
maior do que a concentragdo do ACF. J& no extrato 8d20 os marcadores
apresentavam uma relacéo praticamente de 1:1. Com essas constatacfes
foi decidido testar os marcadores de forma isolada e associados nesta
mesma proporcdo e numa concentragdo proxima ao encontrado nos
extratos. A concentracédo utilizada foi de 2,0 mg/kg de animal.

O ACG na concentragdo de 2,0 mg/kg apresentou diferenca signi-
ficativa (p < 0,01) com o controle hiperglicmico nos tempos de 15 e 30
minutos e apds esse tempo apresentou aumento na glicemia. O ACF
nesta mesma concentracdo apresentou diferenca significativa (p < 0,01)
do controle apenas em 15 minutos. Mas a associa¢do de ambos foi signi-
ficativamente diferente (p < 0,01) do controle em 15, 30 e 60 minutos,
indicando um possivel sinergismo na atividade hipoglicemiante destas
duas substancias.

Ao serem comparados 0s resultados obtidos para os extratos bru-
tos 4d20 e 8d20 (EM) com os marcadores pode-se ainda sugerir que
outras substancias, ndo estudadas neste trabalho, estejam atuando de
forma sinérgica na diminuicdo da glicemia em ratos.

O extrato 6d50 ndo apresentou resultados significativamente dife-
rentes do controle hiperglicémico. Os ratos tratados com o extrato 6d50,
receberam em média 5,95 mg/kg de ACG e 0,42 mg/kg de ACF.

3.3.2. Avaliacdo dos ED em animais hiperglicémicos

Na avaliacdo dos ED na curva de tolerancia a glicose nenhum dos
extratos apresentou efeito hipoglicemiante, apesar da concentragdo de
ACG ser maior do que nos EM (figura 27). Ao serem retomados 0S
resultados obtidos para 0 ACG testado isoladamente nas concentracdes
de 15 e 2,0 mg/kg, pode-se inferir que a resposta hipoglicemiante desse
acido parece ser dose-dependente. Desta forma, era de se esperar que 0s
ED ndo apresentassem atividade hipoglicemiante.

Assim como para os EM, foi calculada a quantidade de &cidos
administrada aos animais, também para a decoccdo. Os ratos tratados
com o extrato 8020 receberam em média 7,36 mg/kg de ACG e 0,28
mg/kg de ACF. Os ratos tratados com o extrato 9030 receberam em
média 6,77 mg/kg de ACG e 0,46 mg/kg de ACF.

Confirmando o que foi anteriormente discutido, nenhum dos ex-
tratos que apresentaram alta concentragdo de ACG (acima de 5,0 mg/kg;
6d50, 8020 e 9030) apresentou atividade hipoglicemiante, mais uma vez
sugerindo uma atividade dose-dependente. Nicasio e colaboradores
(2005) avaliaram a atividade hipoglicemiante de extratos metandlicos de
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duas espécies de Cecropia (obtusifolia e peltata) e também concluiram
gue a atividade do ACG seria dose-dependente. Além disso, pode-se
verificar um efeito sinérgico entre os dois acidos (ACG e ACF) na pro-

porgdo 1:1, uma vez que mantida esta relacdo o efeito hipoglicemiante
foi potencializado.

Decocgio - 400 mg'kg

Controle Hiperglicémico
Decocgio 90/30
Decocgio 80/20

ACG 15.0mgkg

ACG 2,0 mgkg

ACG e ACF 2,0 mg/kg
ACF 2.0 mg/kg

glicemia (mg/dl)

IREEE |

60

0 50 1EI}U 1310 200
tempo (min)

Figura 27. Grafico comparativo do efeito agudo entre os marcadores
guimicos (isolados e em associacdo) e os extratos obtidos por decoc¢édo
na curva de tolerancia a glicose oral. Administracdo dos extratos liofili-
zados por gavagem: 400 mg/kg. Os resultados sdo a média + EPM (n =

6 —10)

3.3.3. Avaliagéo dos extratos obtidos em animais diabéticos

Neste tipo de experimento, em que é necesséria a inducao do dia-
betes, a taxa da glicemia dos animais que apresentam a patologia é bas-
tante variavel, sendo considerados diabéticos animais com glicemia
acima de 300 mg/dL (CAZAROLLLI, 2009). Desta forma, para possibili-
tar a comparagdo entre 0s grupos, todos os animais tem determinada sua
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taxa glicémica no tempo zero, ou seja, antes da administracdo das amos-
tras. Neste trabalho, o valor médio de glicemia inicial de cada grupo foi
considerado como valor referéncia e a alteracdo em cada um dos tempos
estudados foi definida como a variagdo percentual em relagdo a este
valor inicial.

Como comparativos para os dois tipos de extratos foi avaliada i-
nicialmente a atividade dos marcadores quimicos isolados e em associa-
¢do. O ACG, na concentragdo de 15 mg/kg, como pode ser observado
nas figuras 28 e 29, acarreta uma diminuicdo significativa (p < 0,05) da
glicemia dos animais diabéticos em 2 e 3 horas (em torno de 30 % da
glicemia, quando comparado ao tempo zero do mesmo grupo). Estudos
similares demonstram a utilizacdo de uma concentracdo bem préxima de
ACG ou de outras substancias em que se espera encontrar atividade anti-
diabética (ANDRADE-CETTO, 2001; HSU, 2003). Em outros casos a
dose testada neste trabalho esteve abaixo do que se tem observado (CA-
ZAROLLLI, 2009).

O ACG também foi testado na concentracdo equivalente a dos ex-
tratos, 2,0 mg/kg, ndo sendo observada alteracdo na glicemia dos ani-
mais, indicando que a resposta para 0 ACG em animais diabéticos é
dose-dependente. Ao contrrio do que € observado nos ratos hipergli-
cémicos, a reducdo da glicemia sé ocorre em concentragfes mais eleva-
das do &cido.

O ACF e a associacdo deste com 0 ACG também foram testados
na concentracdo de 2,0 mg/kg e em nenhuma destas situagoes foi obser-
vada a reducdo na glicemia.
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Todos o0s extratos, tanto o0s obtidos por maceragdo quanto os por
decoccéo, foram testados na concentragdo de 400 mg/kg, mas indepen-
dente do método de extracdo utilizado, nenhum deles apresentou resul-
tados satisfatorios para a atividade anti-diabética. Cabe salientar que
neste estudo somente os marcadores isolados foram capazes de reduzir a
glicemia quando comparados ao controle.

Maceracgéo
130-
1204
5
8 110
E
=1}
o -+ Controle
o 1004 = 4420
o 2
'g %0 -~ 8420
Qs 6ds0
g - ACG (15 mgks)
§ 80 - ACG (2 mg/kg)
ACF (2 mg/kg)
:g:l_ -+ ACG + ACF (2 mg/ke)
u T T T T
0 1 2 3

Tempo (horas)
Figura 28. Alteracdo percentual da glicemia em ratos diabéticos apds

administracdo dos extratos obtidos por maceragdo (400 mg/kg) e dos
marcadores quimicos isolados e em associagao
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Figura 29. Alteracdo percentual da glicemia em ratos diabéticos apds
administragdo dos extratos obtidos por decocgdo (400 mg/kg) e dos
marcadores quimicos isolados e em associacao

Os resultados obtidos neste estudo revelam uma capacidade de di-
minuicdo da glicemia em ratos hiperglicémicos, atividade esta ainda ndo
relatada para a C. glaziovii, 0 que pode ser considerado um resultado
bastante interessante. No entanto, diferente do que € relatado pelo traba-
Iho de Revilla-Monsalve e colaboradores (2007) com a C. obtusifolia,
foi evidenciada uma atividade secretagoga de insulina, uma vez que em
animais com a hiperglicemia induzida as células 3 pancreaticas encon-
tram-se intactas e em bom funcionamento, capazes de produzir insulina.
Por outro lado, os resultados obtidos em animais diabéticos sugerem a
auséncia de acdo insulino-mimética.

3.4. Avaliacdo ex vivo da atividade anti-hipertensiva

A C. glaziovii vem sendo utilizada na medicina tradicional na forma
de infusdo (chd) como anti-hipertensiva, cardiotbnica e antiasmatica
(ROCHA, 2002). Lima-Landman e colaboradores (2007) analisaram o
extrato aquoso de C. glaziovii e a fragdo butandlica deste quanto a ativi-
dade anti-hipertensiva, obtendo resultados satisfatérios. Com base nes-
ses resultados, este trabalho pretendeu avaliar a atividade anti-
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hipertensiva do extrato bruto aquoso, assim como de extratos obtidos
por maceragdo com etanol, buscando evidenciar a acdo sinérgica dos
diferentes compostos.

A possivel atividade anti-hipertensiva dos extratos brutos liofiliza-
dos 4d20, 8d20, 9030 e 8020 foi investigada através da avaliacdo do
efeito sobre a reatividade vascular em anéis de aorta toracica isolada de
ratos. A aorta é seccionada na forma de anéis de 3 a 4 mm de compri-
mento e mantida em condicGes ideais. Duas hastes metalicas sdo inseri-
das na luz do vaso, sendo uma delas adaptada a um transdutor de tenséo
isométrica acoplado a um sistema de aquisicdo de dados. Apds o perio-
do de equilibrio (60 minutos) as preparagdes sdo contraidas com fenile-
frina (1 uM) e a presenga do endotélio funcional é avaliada pela capaci-
dade da acetilcolina (ACh, 1 uM) induzir ao relaxamento das prepara-
¢cOes. Somente as preparagdes que apresentarem relaxamento igual ou
superior a 75 % serdo consideradas com endotélio integro. Em seguida
as amostras (extratos) sdo testadas apds nova contracdo dos anéis com
fenilefrina, construindo-se curvas relacionando dose-resposta.

Neste estudo foram construidas curvas concentragdo resposta (CCR)
cumulativas na presenca de endotélio funcional, demonstradas na figura
30. Todos os extratos apresentaram capacidade de induzir o relaxamento
dos anéis de aorta, mas as CCR cumulativas demonstraram um efeito
vasodilatador mais pronunciado nos EM quando comparados aos ED,
significando que uma resposta semelhante pode ser conseguida com
menores concentracfes de extrato. Comparando estes resultados a estu-
dos realizados com Cyathea phalerata Mart. (HORT, 2006), observa-se
uma diminui¢do da contragdo da aorta bastante surpreendente. No traba-
Iho citado, a concentracgdo de inicio de relaxamento de uma fragao solu-
vel em acetato de etila estd em torno de 30 pg/mL. Os extratos brutos
liofilizados estudados de C. glaziovii apresentam uma concentracdo de
inicio de relaxamento dos anéis de aorta em torno de 0,5 pug/mL. Outros
estudos relatam concentragbes ainda maiores de extratos ou fraches
enriquecidas para obtencdo da atividade vasodilatadora (CAMPANA,
2009; DALBO, 2008).
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Figura 30. Curvas concentracdo resposta cumulativas aos extratos liofi-
lizados obtidos por maceracéo e por decocgéo (0,1 — 1000 pg/mL) em
anéis de aorta torécica isolada de rato, contraidos previamente com feni-
lefrina (1 puM). Cada ponto representa média £ EPM de 6 experimentos



Capitulo 3
Monitoramento dos teores dos marcadores
quimicos nas solucbes extrativas
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1. APRESENTACAO

Durante a avaliagdo dos extratos padronizados de Cecropia glaziovii
foram observados alguns resultados inesperados. Inicialmente, o apare-
cimento de uma nova substancia nos extratos obtidos por maceracdo que
revelou ser o 4cido cafeico, ainda ndo relatado para esta espécie e que
passou a ser considerado como um segundo marcador quimico. O teor
deste acido aumentou com a diminuicéo do teor alco6lico, sendo quase
inexpressivo quando se utilizou a maxima concentracgao de etanol, 80 %,
como liquido extrator. No extrato no qual o &cido cafeico apareceu em
maior teor, maceracdo com 20 % de etanol, sua concentragdo aumentou
com o aumento do tempo de extracdo, de 4 para 8 dias. No entanto,
neste mesmo extrato, foi observada uma diminui¢do bastante expressiva
do teor de acido clorogénico, cujo teor foi reduzido praticamente a me-
tade no mesmo periodo de tempo. Esta observacdo conduziu a busca de
uma explicagio plausivel para este resultado surpreendente. Neste senti-
do, foram levantadas hipoteses sobre possivel degradacdo microbiol6gi-
ca ou enzimatica do acido clorogénico. Com o intuito de avaliar estas
hipoteses, foi delineado um estudo no qual foram inseridos novos fato-
res que poderiam evitar a acdo de microorganismos e de enzimas, atra-
vés da adicdo de conservante anti-microbiano ou da diminuicdo da tem-
peratura durante o processo extrativo. Este capitulo descreve os resulta-
dos obtidos neste estudo.

2. MATERIAIS e METODOS
2.1. Material

2.1.1. Matérias-primas

Acido cafeico (Sigma — Aldrich)

Acido clorogénico (Sigma — Aldrich)
Folhas de Cecropia glaziovii Sneth

2.1.2. Solventes, soluces e reagentes

Acetonitrila grau CLAE (J. T. Baker)
Acido acético (Qhemis)

Agua mili-Q (Millipore)

Agua purificada

Etanol

Metanol (J. T. Baker)
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2.1.3. Aparelhos, equipamentos e materiais especiais

Aparelho de hidrodestilagdo FABBE

Balanga Ohaus Analytical Standard

Balanca semi-analitica Gehaka BG 4000

Banho de Ultrassom — UltraSonic Cleaner USC 700 Unique
Banho termostatisado Marte

Bomba de vacuo Fisatom Mod. 830

Coluna Zorbax ODS (5 pm, 150 x 4,6 mm) Agilent
Cromatografo liquido de alta eficiéncia Perkin Elmer, equipado com:
Autosampler Perkin Elmer Series 200

Bomba binaria Series 200

Degasser a vacuo Perkin Elmer Series 200

Detector UV/Vis Series 200

Interface 600 Series LINK

Dessecador

Estufa Nova Etica 402 3G

Membranas HVLP 0,45 um, com 47 e 13 mm de didmetro Millipore
Pré-coluna Phenomenex ODS (4,0 x 3,0 mm)

Refrigerador Eletrolux R310

2.2. Metodologia
2.2.1. Linearidade das respostas por CLAE das solugdes extrativas

As solugdes extrativas foram preparadas conforme descrito no
capitulo 2, itens 2.2.2., p. 50 e 2.2.3., p. 52.

Os extratos utilizados para este estudo foram: 8d20, 6d50 e 8d80,
por representarem todas as polaridades possiveis das amostras estuda-
das.

As diferentes diluicdes foram preparadas adicionando-se 0 extra-
to em baldes volumétricos de 10 mL e o volume completado com meta-
nol:agua (1:1, v/v) quando necessario.

A linearidade das respostas foi determinada tanto para as concen-
tragdes de &cido clorogénico quanto para as concentragbes de acido
cafeico através de regressdo linear. As areas encontradas na validacdo
do método de doseamento de &cido clorogénico e acido cafeico por
CLAE foram utilizadas como base para a determinacdo do intervalo de
estudo da linearidade dos extratos.

Os resultados de linearidade foram avaliados através da curva que
relaciona area com concentragdo (mg/mL), portanto houve a necessida-
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de de determinar a densidade dos extratos. As areas obtidas que ndo se
encontravam dentro do intervalo da curva analitica dos acidos (clorogé-
nico ou cafeico) ndo foram utilizadas para a construcdo da respectiva
curva.

Densidade

A densidade foi determinada através do residuo seco, onde 25,0
mL de cada uma das solucdes extrativas foram colocados em pesa-
filtros previamente tarados. Os pesa-filtros foram pesados, para que se
pudesse determinar a relacdo volume / massa. A solucdo extrativa foi
evaporada em banho de agua quente, sob agitacdo ocasional. Apds a
evaporagdo, os pesa-filtros foram colocados em estufa a 105 °C por duas
horas, resfriados em dessecador e entdo pesados. O resultado foi calcu-
lado em relacdo a 100,0 g de solugdo extrativa (%, m/m) pela média de
trés determinacdes do residuo seco.

2.2.2. Estabilidade das solugdes extrativas

As solugdes extrativas foram preparadas segundo as condicoes
descritas no capitulo 2, itens 2.2.2., p. 50 e 2.2.3., p. 52. Resumidamen-
te, frascos de boca larga foram adicionados a matéria-prima vegetal
moida e os diferentes liquidos extratores mantendo uma proporcao plan-
ta:solvente de 5,0 %. Para cada uma das solugdes extrativas (4d20,
4d80, 6d50, 8d20 e 8d80) foram também preparados extratos que foram
mantidos em geladeira durante a extracdo (4 °C) ou tiveram o acréscimo
de metilparabeno (Nipagin®, conservante antimicrobiano ativo na faixa
de 3,0 — 8,0 de pH) a 0,1 % no tempo zero (antes do inicio da extracdo).
A partir de entdo, os frascos contendo os diferentes sistemas foram man-
tidos nas condicGes descritas por periodos de tempo pré-determinados.
Decorrido este tempo, 0 marco foi separado das solucfes extrativas por
filtracédo a vacuo.

Delineamento Fatorial

O preparo das solugBes extrativas foi baseado em dois delinea-
mentos fatoriais desenhados obtidos com o auxilio do programa Design-
Expert®, versao 6.0.6. Cada delineamento consiste num desenho com 3
fatores e 2 niveis (maximo e minimo) para cada fator (2°), sendo dois
fatores numéricos e um categoérico. Um delineamento foi elaborado para
a avaliacdo da influéncia da temperatura durante o processo extrativo
dos EM, considerando como fatores numéricos o teor etandlico (%, fator
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A) e o tempo (dias, fator B) e como fator categérico a temperatura (ge-
ladeira ou ambiente, fator C). Para a avaliacdo da influéncia da presenca
de conservante nas solugdes extrativas durante o processo foram consi-
derados os mesmos fatores A e B alterando apenas o fator C (categoéri-
C0) para presenca ou auséncia de conservante. Dois pontos centrais fo-
ram propostos, devido o uso de fator categérico. Cada ponto foi realiza-
do em duplicata. No total foram preparados 36 extratos, 18 para avalia-
¢do da temperatura e 18 para avaliacdo da influéncia do conservante. Os
delineamentos estdo detalhados nas tabelas 15 e 16. Baseado na densi-
dade de cada extrato, os resultados foram expressos em pg de ACG ou
ACF por g de extrato.

TABELA 15. Delineamento fatorial 2° para obtencdo das solucdes ex-
trativas e respectivas condi¢Bes extrativas, destinadas & avaliacdo da
influéncia da temperatura no processo extrativo dos marcadores quimi-
cos

EXP EtOH (%) Tempo (dias) T

1 20 4 geladeira
2 20 4 geladeira
3 80 4 geladeira
4 80 4 geladeira
5 20 8 geladeira
6 20 8 geladeira
7 80 8 geladeira
8 80 8 geladeira
9 20 4 ambiente
10 20 4 ambiente
11 80 4 ambiente
12 80 4 ambiente
13 20 8 ambiente
14 20 8 ambiente
15 80 8 ambiente
16 80 8 ambiente
17 50 6 geladeira
18 50 6 ambiente

EtOH (%): concentracdo etanodlica; T: temperatura
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TABELA 16. Delineamento fatorial 2° para obtencdo das solucdes ex-
trativas destinadas a avaliacdo da influéncia do conservante no processo
extrativo dos marcadores quimicos

EXP EtOH (%) Tempo (dias) Conservante

1 20 4 auséncia
2 20 4 auséncia
3 80 4 auséncia
4 80 4 auséncia
5 20 8 auséncia
6 20 8 auséncia
7 80 8 auséncia
8 80 8 auséncia
9 20 4 presenca
10 20 4 presenca
11 80 4 presenca
12 80 4 presenca
13 20 8 presenca
14 20 8 presenca
15 80 8 presenca
16 80 8 presenca
17 50 6 auséncia
18 50 6 presenca

EtOH (%): concentracéo etandlica

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

Solugdes extrativas obtidas de plantas sdo amostras bioldgicas e
consequentemente matrizes complexas, com a presenca de intmeras
substancias ndo identificadas e que podem tornar-se interferentes em
analises como a CLAE, modificando a linearidade dos resultados. O teor
etandlico é um fator importante na determinacdo da polaridade das subs-
tancias extraidas, quanto maior o teor de etanol, menor a polaridade da
solucdo extrativa.

O principio de separagdo e quantificacdo de substancias por
CLAE fundamenta-se na utilizacdo de uma fase moével que se move
sobre uma fase estaciondria arrastando consigo 0s compostos a serem
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distribuidos entre essas duas fases. Para que esta distribuicdo aconteca, é
preciso que as polaridades entre as fases sejam diferentes, de tal modo
gue permita a permanéncia de alguns compostos ligados a fase estacio-
naria, enquanto outros sdo arrastados pela fase mével. Uma vez que
ocorre a mudanca de polaridade da fase mével e/ou da amostra injetada,
tem-se a modificagdo ou deformacdo da linearidade das respostas
(COLLINS, 1993).

Considerando que um volume fixo de 3 mL de extrato é adicio-
nado em um baldo volumétrico de 10 mL e seu volume completado com
metanol:agua (1:1, v/v), quando uma solucdo extrativa com 20 % de
etanol for adicionada, uma determinada polaridade sera obtida para esta
amostra a ser analisada. Mas ao adicionarmos um extrato com 80 % de
etanol a esse mesmo baldo volumétrico teremos consequentemente uma
amostra com menor polaridade. Desta forma verifica-se o potencial da
solucdo extrativa em alterar a polaridade da amostra e com isso possi-
velmente a linearidade das respostas.

3.1. Linearidade das respostas por CLAE das solucGes extrativas

Uma vez que a relacdo entre area e concentracdo dos marcadores
guimicos pode ser influenciada por fatores como polaridade do liquido
extrator e composicdo dos diferentes extratos, é necessario assegurar-se
gue o intervalo de concentragdo considerado para a construgéo da curva-
padrdo seja linear, ou seja, que seja garantida uma relacdo direta entre
area do pico e concentracdo do analito. Neste sentido, um estudo de
linearidade foi conduzido para os extratos 8d20, 6d50 e 8d80 utilizando
CLAE com as mesmas condi¢des cromatogréaficas anteriormente valida-
das. Concentragdes crescentes de cada extrato foram injetadas no cro-
matdgrafo e a concentragdo de cada um dos marcadores foi medida.
Desta forma, foram obtidas seis curvas analiticas, uma para cada marca-
dor em cada extrato.

Para que as areas encontradas tanto dos extratos quanto dos pa-
drdes pudessem ser comparadas em termos de massa, foi determinada a
densidade de cada um dos extratos, podendo-se assim correlacionar o
volume pipetado para as diluigBes dos extratos com a sua massa. As
densidades dos extratos estudados podem ser visualizadas na tabela 17.
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TABELA 17. Densidade dos extratos obtidos por maceracdo 8d20, 6d50
e 8d80, calculada em funcdo do residuo seco obtido a partir de 25 mL de
solucdo extrativa

Extrato  Densidade (g/cm®)

8d20 0,9751
6d50 0,9381
8d80 0,8678

Extrato 8d20

Na construcdo das curvas analiticas dos ACG e ACF isolados, 0s
intervalos de &rea encontrados foram 124.124,50 — 10.825.077,00 uV.s e
220.669,78 — 9.158.942,30 uV.s, respectivamente (capitulo 2, pagina
59), o que significa que, dentro destes limites, existe uma relacéo linear
entre area do pico e a sua concentracdo. Portanto, a rea encontrada para
cada um dos marcadores deve necessariamente encontrar-se dentro des-
tes limites. Conforme é possivel observar na tabela 18, as diluicGes
27,17 mg/mL para ambos os acidos e a diluicdo 38,32 mg/mL para o
ACF encontram-se abaixo do limite inferior. Desta forma, estas concen-
tracOes foram desconsideradas no momento de serem tragadas as curvas
de linearidade do extrato 8d20. As figuras 31 e 32 apresentam as curvas
obtidas para 0 ACG e ACF, respectivamente, onde é possivel verificar a
linearidade para os dois acidos fendlicos neste extrato dentro do interva-
lo de concentragdo considerado.
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TABELA 18. Areas médias dos picos de ACG e ACF obtidas de dife-
rentes diluicdes do extrato 8d20 para determinacdo da linearidade das
respostas por CLAE

Concentragao 400 AcG Area— ACF
extrato
(mg/mL) (uV.s) (uV.s)
27,17 120823,08 137908,32
38,82 171.576,43 195816,67
85,39 400.615,68 441.030,54
178,55 834.154,84 921.659,43
232,89 1.065.710,89 1.154.351,24
357,10 1.654.292,98 1.846.993,42
543,41 2.571.613,09 2.832.159,26
714,20 3.377.151,99 3.645.350,37
776,30 3.510.501,01 3.976.519,37

Linearidade 8d20 - ACG

4.000.000
3.500.000 -
3.000.000 //
2.500.000
2.000.000
1.500.000 //
1.000.000 e
500.000 |

0

0,0 2000 4000 6000  800,0

Area (UV.s)

Concentracéo extrato (mg/mL)

Figura 31. Curva média de linearidade do extrato 8d20 para andlise do
marcador quimico acido clorogénico obtida por CLAE. Intervalo de
linearidade 38,32 — 776,30 mg/mL. Coeficiente de correlagdo, 0,9993;
equacdo da reta: y = 4632,6x + 3435,5
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Linearidade 8d20 - ACF
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Figura 32. Curva média de linearidade do extrato 8d20 para analise do
marcador quimico acido cafeico obtida por CLAE. Intervalo de lineari-
dade 85,39 — 776,30 mg/mL. Coeficiente de correlagdo, 0,9998; equacao
dareta: y = 5135,1x + 1591,4

Com base nestes resultados pode-se inferir que o extrato 8d20
deve ser analisado numa concentracdo acima de 85,39 mg/mL, pois
somente a partir desta concentragdo é possivel obter respostas lineares
para os dois marcadores quimicos.

Extrato 6d50

A tabela 19 apresenta as areas dos picos dos acidos clorogénico e
cafeico nas dilui¢cbes das solucbes extrativas Nesta tabela é possivel
observar que, da mesma forma que para o extrato 8d20, existem areas
gue se encontram abaixo do intervalo determinado pelas curvas analiti-
cas (124.124,50 — 10.825.077,00 uV.s para 0 ACG e 220.669,78 —
9.158.942,30 uV.s para o ACF, ver capitulo 2,pagina 59). Portanto esses
pontos devem ser retirados das curvas analiticas, reduzindo a faixa de
concentracdo de linearidade das respostas.
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TABELA 19. Areas médias dos picos de ACG e ACF obtidas de dife-
rentes diluicdes do extrato 6d50 para determinacdo da linearidade das
respostas por CLAE

Concentracao Area— ACG Area— ACF

(;);t}’ﬁ:ﬁ) (uVv.s) (uv.s)

11,65 109.842,31  7.238,97

23,30 257.119,47  16.640,20
46,60 519.887,05  37.421,13
93,20 989.102,90  73.351,94
186,40 1.840.600,78 155.756,67
279,60 2.522.003,79 238.732,96
354,16 3.016.827,62 295.318,15
419,40 3.357.912,63 349.689,09
559,20 4.029.543,08 466.214,31
699,00 4.622.032,17 592.477,86
932,00 5.503.401,58 767.357,73

Na andlise por regressdo linear da curva demonstrada na figura
33, que representa as areas dos picos do ACG versus concentracdo da
solucdo extrativa, pode-se observar que a mesma apresenta um valor ndo
satisfatério (r = 0,9819). Desta forma, foi necessaria a reducdo do inter-
valo da curva com a retirada dos pontos de maior diluicdo dos extratos.
Portanto o intervalo de concentracdo do extrato 6d50 no qual a &rea do
pico de ACG apresenta uma relacdo linear e pode ser co-relacionada
com seu teor é de 279,60 a 932,00 mg/mL (figura 34).

Por outro lado, a curva ACF apresentou excelente linearidade,
demonstrada pelo coeficiente de correlacdo igual a 0,9996 (figura 35).
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Figura 33. Curva média de linearidade do extrato 6d50 para analise do
marcador quimico acido clorogénico obtida por CLAE. Intervalo de
linearidade 23,30 — 932,00 mg/mL. Coeficiente de correlagdo, 0,9819;
equacdo da reta: y = 5819,1x + 575133
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Figura 34. Curva média corrigida de linearidade do extrato 6d50 para
andlise do marcador quimico &cido clorogénico obtida por CLAE. Inter-
valo de linearidade 279,60 — 932,00 mg/mL. Coeficiente de correlacao,

0,9958; equacéo da reta : y = 4504,9x + 1406787,3
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Linearidade 6d50 - ACF
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Figura 35. Curva média de linearidade do extrato 6d50 para anélise do

marcador quimico acido cafeico obtida por CLAE. Intervalo de lineari-

dade 279,60 — 932,00 mg/mL. Coeficiente de correlacéo, 0,9996; equa-
cao dareta: y = 821,14x + 7757,6

Com base nestes resultados pode-se inferir que o extrato 6d50
deve ser analisado numa concentragcdo acima de 279,60 mg/mL, pois
somente a partir desta concentracdo é possivel obter respostas lineares
para os dois marcadores quimicos.

Extrato 8d80

A tabela 20 apresenta as &reas dos picos dos acidos clorogénico e
cafeico nas diluicBes das solucbes extrativas. Nesta tabela é possivel
observar que todas as areas encontram-se abaixo do limite inferior de
linearidade da curva analitica do ACF (220.669,78 — 9.158.942,30
uV.s), ver capitulo 2, pagina 59). Portanto, ndo foi possivel tracar a
curva analitica do extrato 8d80 para o ACF.

A figura 36 apresenta a curva obtida para 0 ACG, onde é possivel
verificar a linearidade para este acido fendlico neste extrato nas dilui-
¢Oes estudadas.
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TABELA 20. Areas médias dos picos de ACG e ACF obtidas de dife-
rentes diluicdes do extrato 8d80 para determinacdo da linearidade das
respostas por CLAE

Corg((i?;:ggao Area— ACG Area— ACF
(mg/mL) (uV.s) (uV.s)
13,27 174.694,59 6.511,37

22,75 297.650,97 8.426,98

41,70 560.347,95 19.299,99
83,40 1.076.881,48  42.484,99
166,80 1.899.433,83  92.037,18
227,50 2.242.411,72  123.178,06
333,61 2.634.238,01  169.260,98
454,92 3.049.574,38

568,65 3.434.325,37

758,20 3.976.159,07

Linearidade 8d80 - ACG
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Figura 36. Curva média de linearidade do extrato 8d80 para andlise do
marcador quimico acido clorogénico obtida por CLAE. Intervalo de
linearidade 13,27 — 758,20 mg/mL. Coeficiente de correlagdo, 0,9607;
equacdo da reta: y = 5093,8x + 574127
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Na andlise por regressdo linear da curva demonstrada na figura
36, que representa as areas dos picos do ACG versus concentracdo da
solucdo extrativa, pode-se observar que a mesma apresenta um valor ndo
satisfatério (r = 0,9607). Desta forma, foi necessaria a reducdo do inter-
valo da curva com a retirada dos pontos de maior dilui¢do dos extratos.
Portanto o intervalo de concentracdo do extrato 8d80 no qual a area do
pico de ACG apresenta uma relacdo linear e pode ser co-relacionada
com seu teor é de 166,80 a 758,20 mg/mL (figura 37).

Linearidade 8d80 - ACG

5.000.000
__4.000.000 /{
3 3.000.000 /
$ 2.000.000 +
<
1.000.000
0
0,0 200,0 400,0 600,0 800,0

Concentracdo extrato (mg/mL)

Figura 37. Curva média corrigida de linearidade do extrato 8d80 para
andlise do marcador quimico &cido clorogénico obtida por CLAE. Inter-
valo de linearidade 166,80 — 758,20 mg/mL. Coeficiente de correlagéo,

0,9959; equacdo da reta: y = 3455,9x + 1427156,27

A figura 38 apresenta um cromatograma do extrato 8d80 injetado
na concentragdo de 758,20 mg/mL, que corresponde a injecdo direta do
extrato no cromatdgrafo, sem diluigdo prévia. Neste cromatograma pode
ser observada a indefinigdo e a pouca relevancia da area do pico do ACF
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(tempo de retencdo de 6,0 minutos) nestas condi¢Ges. De fato, concen-
tracOes de extrato acima de 333,61 mg/mL resultam na diminuicdo da
resolugdo do pico, ndo permitindo que a area seja determinada. Por ou-
tro lado, em concentracGes inferiores a este valor, mesmo com melhor
resolucdo, o pico apresenta area inferior a area de menor concentracdo
obtida na curva analitica do padrao do acido, apesar de manter-se dentro
do limite de quantificacdo do método.

by

Figura 38. Perfil cromatografico do extrato 8d80 a 758,20 mg/mL obti—
do por CLAE. Fase movel em sistema de gradiente, fluxo 1,0 mL/min.,
deteccdo a 330nm

Com base nos resultados obtidos, para obter respostas lineares e,
assim, garantir a confiabilidade do doseamento do ACG no extrato
8d80, a concentracdo minima do extrato em diluicdes devera ser de
166,80 mg/mL.

De maneira geral, os extratos etanolicos de Cecropia glaziovii
deverdo ser analisados por CLAE na faixa de 280,0 a 775,0 mg/mL.
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3.2. Estabilidade das solugdes extrativas

A andlise dos teores encontrados para 0s marcadores gquimicos
nos diferentes extratos obtidos por maceracdo mostrou alguns resultados
inesperados e surpreendentes, ja comentados anteriormente, principal-
mente com relacdo aos extratos preparados com 20 % de etanol. Nestes
extratos, encontrou-se uma concentracdo de 130 pg/mL para o ACG
apos 4 dias de processo extrativo (solu¢do 4d20); no entanto, apds 8 dias
a concentracdo deste marcador caiu para cerca de 75 pug/mL (solucéo
8d20). Por outro lado, a concentracdo de ACF no mesmo periodo au-
mentou de 36 para 58 ug/mL. Considerando que, por tratar-se de um
dimero, a degradacdo do ACG pode levar a um aumento da concentra-
¢do de ACF e que os teores de ACF sdo consideravelmente mais baixos
nas outras EM, com concentracfes alcodlicas mais elevadas a busca por
uma possivel explicacdo para este fato tornou-se necessaria, levando ao
estudo da estabilidade dos EM durante o processo extrativo e ndo como
costumeiramente é encontrado, apos o periodo de extracdo (HEBERLE,
2000; WEL, 2007; VATAI, 2009).

Os compostos fenodlicos sdo substancias sensiveis a luz, aquecimen-
to e & presenga de oxigénio (MA, 2009). Portanto, a suposta degradacao
do ACG poderia ser consequéncia de uma reacdo quimica e/ou enzima-
tica ou ainda microbioldgica.

Desta forma, foram elaborados dois novos planejamentos fatoriais,
onde foram incluidos como fatores categdricos a temperatura e a pre-
senca de conservante. Os resultados deste estudo sdo apresentados nas
tabelas 21 e 23.



Capitulo 3 — Monitoramento - 104

TABELA 21. Resultados de quantificacdo dos marcadores quimicos
ACG e ACF nos extratos obtidos por delineamento fatorial 2° em dife-
rentes condicdes extrativas, destinadas a avaliagdo da influéncia da tem-
peratura no processo extrativo dos marcadores

ACG ACF
EXP Extrato T (ug/o) (ug/o)
1 4d20  geladeira 112,24 21,38
2 4d20  geladeira 116,12 18,95
3 4d80  geladeira 152,89 5,60
4 4d80  geladeira 139,65 4,94
5 8d20  geladeira 84,81 31,32
6 8d20  geladeira 90,32 30,95
7 8d80  geladeira 145,86 5,45
8 8d80  geladeira 145,56 5,59
9 4d20  ambiente 97,01 32,65
10 4d20  ambiente 119,15 34,64
11 4080  ambiente 173,59 6,17
12 4d80  ambiente 140,35 4,90
13 8d20  ambiente 62,76 46,21
14 8d20  ambiente 67,62 42,79
15 8d80  ambiente 155,19 5,90
16 8d80  ambiente 159,86 6,12
17 6d50  geladeira 160,75 7,85
18 6d50 ambiente 165,09 10,07

T: temperatura

Para avaliar o nivel de significAncia dos fatores e as possiveis in-
teracOes entre eles em um delineamento fatorial, & necessério que a vari-
acao entre os valores das respostas seja estabelecida. Quando a relacéo
entre 0 maior e 0 menor valor de uma determinada resposta é superior a
10, uma transformacéao é requerida, podendo esta ser do tipo raiz qua-
drada, base log, base log;o.

No caso do ACF foi requerida uma transformacdo para melhor
avaliacdo destes resultados, uma vez que a razdo entre as concentracfes
maxima e minima de ACF encontrada nos extratos foi de 9,44, sendo
recomendada pelo programa Design-Expert a transformacdo dos resul-
tados em raiz quadrada (square root, lambda = 0,5).
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A adequacgédo do modelo foi avaliada pelo teste-F e determinada
pelo coeficiente R% O valor-F do modelo para ACG é de 33,58 e para 0
ACF é de 552,06, indicando que existe apenas 0,01% de chance do va-
lor-F ser consequéncia do ruido, sendo 0 modelo considerado adequado.
A anélise de variancia (ANOVA) também mostrou serem os fatores do
modelo adequados para a avaliagdo a que se destina, comprovado pelo
valor de p < 0,0001 tanto para 0 ACG quanto o ACF (tabela 22). Os
valores dos R? preditos estdo de acordo com os R? ajustados para os dois
acidos e nao ha falta de ajuste ao modelo, uma vez que os valores de
lack of fit (falta de ajuste) ndo séo significativos (p > 0,05). A curvatura
é significativa para ambos, sugerindo que o tragado tridimensional des-
sas respostas é mais curvilineo do que linear no espaco de desenho estu-
dado.

Os resultados apresentam fortes evidéncias de interacdo entre 0s
fatores concentragdo de etanol e tempo, assim como entre a concentra-
¢do de etanol e a temperatura tanto para a concentragdo do ACG quanto
do ACF durante a extracdo (p < 0,05) (tabela 22). Entretanto os efeitos
dessas interacfes sdo diferentes. No caso do ACG isso implica dizer que
num menor tempo de extracdo (4 dias) um aumento na concentracdo de
etanol e da temperatura leva a um consideravel aumento da concentra-
¢do do &cido (figura 39a e 39b), enquanto num maior tempo de extracdo
(8 dias), em baixa concentragdo de etanol (20%), ocorre um decréscimo
nessa concentracdo, independente da temperatura (figura 39a e 39b).
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Figura 39. Graficos tridimensionais dos resultados obtidos na quantifi-
cacdo dos marcadores quimicos ACG e ACF no estudo de estabilidade
relacionando os fatores concentracdo de etanol (A), tempo (B) e avalia-
¢do da influéncia da temperatura (C) dos extratos obtidos por macera-
¢do. (a) influéncia no teor de ACG a 4 °C; (b) influéncia no teor de
ACG a 25 °C; (c) influéncia no teor de ACF a 4 °C e (d) influéncia no
teor de ACFa 25 °C

Ao contrério, quando falamos em termos de ACF, observa-se um
aumento da sua concentragdo conforme aumenta o tempo (8 dias) e a
temperatura (ambiente), numa menor concentracdo de etanol (20 %)
(figura 39c e 39d).
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TABELA 22. Andlise de variancia dos resultados de quantificagdo dos
marcadores quimicos ACG e ACF nos extratos obtidos por maceragdo
utilizando delineamento fatorial 2° em diferentes condicdes extrativas,
destinadas a avaliagdo da influéncia da temperatura e da presenca de
conservante no processo extrativo dos marcadores (p < 0,05)

Valor - p
ANOVA Temperatura Conservante
ACG ACF ACG ACF

Modelo <0,0001 <0,0001 <0,0000 <0,0001
A <0,0001 <0,0001 <0,0000 <0,0001
B 0,0049 <0,0001 0,0072 0,0001
C 0,8598 < 0,0001 -- 0,0025
AB 0,0049 < 0,0001 0,0009 0,0255
AC 0,0258 < 0,0001 -- 0,0059
Curvatura 0,0002 <0,0001 <0,0001 0,0001
Lack of Fit 0,741 0,3872 0,7574 0,4334
R? 0,9385 0,996 0,9452 0,9958
Adj R? 0,9106 0,9942 0,9326 0,9939
Pred R 0,8661 0,989 0,9171 0,9874

Adeq Precision 15,184 53,808 19,359 48,172

ACF, delineamento temperatura: Transformacdo recomendada: Square
root (Lambda = 0,5)

ACF, delineamento conservante: Transformacdo recomendada: Base 10
log (Lambda = 0,0)

Fator A: Concentracéo de etanol (%)

Fator B: Tempo (dias)

Fator C: Temperatura ou conservante

Lack of Fit: Falta de ajuste

Adj R% R? ajustado

Pred R% R? predito
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Da mesma forma que no caso da temperatura, 0 modelo escolhido
para avaliacdo da influéncia do conservante também foi a interagdo entre
2 fatores (2FI) para as duas respostas. No caso do ACF, uma vez que a
razdo entre as concentragdes maxima e minima de ACF encontradas nos
extratos foi de 9,44, os resultados foram transformados para melhor
avaliacdo, nesse caso, sendo recomendada pelo programa a transforma-
¢do dos resultados em base logiq (Base 10 log, lambda = 0,0).

A adequacdo do modelo foi avaliada pelo teste-F e determinada
pelo coeficiente R% O valor-F do modelo para ACG ¢ de 74,79 e para 0
ACF é de 526,29, indicando que existe apenas 0,01 % de chance do
valor-F ser consequéncia do ruido, indicando a adequagdo do modelo. A
analise de variancia (ANOVA) mostrou que os fatores do modelo séo
adequados para a avaliacdo a que se destina, comprovado pelo valor de
p < 0,0001 tanto para 0 ACG quanto o ACF (tabela 22). Os valores dos
R? preditos estdo de acordo com os R? ajustados para os dois acidos e
ndo ha falta de ajuste a0 modelo, uma vez que os valores de lack of fit
(falta de ajuste) ndo sdo significativos (p > 0,05). A curvatura é signifi-
cativa para ambos, sugerindo que o tracado tridimensional dessas res-
postas é mais curvilineo do que linear no espaco de desenho estudado.
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TABELA 23. Resultados de quantificacdo dos marcadores quimicos
ACG e ACF nos extratos obtidos por delineamento fatorial 2° em pre-
senca ou auséncia de conservante, destinados a avaliacdo da influéncia
deste no processo extrativo dos marcadores

ACG ACF

EXP Extrato Conservante
X v (ug/g) (Lg/g)

1 4d20 auséncia 119,15 34,64
2 4d20 auséncia 97,01 32,65
3 4dso auséncia 173,59 6,17
4 4d80 auséncia 139,86 4,90
5 8d20 auséncia 62,76 46,21
6  8d20 auséncia 67,62 42,79
7  8dso auséncia 155,19 5,90
8 8d80 auséncia 159,86 6,12
9 4d20 presenca 100,18 25,82
10 4d20 presenga 101,45 24,81
11 4d80 presenga 140,15 4,92
12 4d8so0 presenca 148,64 5,53
13 8d20 presenca 72,04 34,53
14 8d20 presenga 74,45 34,49
15  8d80 presenga 155,14 6,02
16  8d8s0 presenca 152,43 5,93
17 6d50 auséncia 165,09 10,07
18  6d50 presenca 166,51 10,34

A interacdo entre os fatores concentracdo de etanol e tempo é
significativa para as respostas do ACG. O comportamento desta intera-
¢do é o mesmo do anteriormente descrito para a temperatura. Com o
aumento da concentracdo de etanol ha um incremento na concentracdo
do ACG (figura 40a e 40b). Por outro lado com 20 % de etanol num
periodo de 8 dias, a concentragdo do ACG diminui, como previamente
discutido. O fator presenca de conservante ndo € significativo, indicando
gue a presenca ou ndo deste ndo altera a concentracdo do acido (figura
40a e 40Db). Este fato sugere que a diminuicdo do ACG no extrato 8d20
guando comparado ao 4d20 ndo ocorre devido & agdo microbiana duran-
te 0 processo de extracdo. Para o ACF, observa-se a influéncia das inte-
racOes entre a concentracdo de etanol e o tempo, assim como entre a
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concentracdo de etanol e a presenca de conservante. Com a diminuicdo
do teor etandlico e aumento do tempo, ocorre o0 aumento do ACF (figura
40c e 40d). Para a interacdo entre a concentracdo de etanol e a presenga
de conservante, a maior extracdo de ACF acontece com 20 % etanol na
auséncia de conservante (figura 40c).
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Figura 40. Graficos tridimensionais dos resultados obtidos na quantifi-
cacdo dos marcadores quimicos ACG e ACF no estudo de estabilidade
relacionando os fatores concentracdo de etanol (A), tempo (B) e avalia-
¢do da presenca de conservante (C) dos extratos obtidos por maceragéo.
(a) influéncia da auséncia de conservante no teor de ACG; (b) influéncia
da presenca de conservante no teor de ACG; (c) influéncia da auséncia
de conservante no teor de ACF e (d) influéncia da presenca de conser-
vante no teor de ACF

Apos avaliacdo detalhada dos resultados obtidos, verifica-se que
estes ndo permitem afirmar que a diminuicdo do ACG em fungéo do
tempo ocorre devido a uma possivel degradacdo microbioldgica. Isto
porque o perfil de diminuicdo do ACG em 8 dias se manteve em todas
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as condicOes estudadas, ndo sendo alterado na presenga ou auséncia do
conservante.

Além disso, valores mais baixos de temperatura interferem no
processo extrativo, diminuindo a possibilidade de reagdes quimicas, a
acao enzimatica, assim como o poder extrativo do solvente nestas con-
digOes. Desta forma, os resultados obtidos ndo nos permitem uma afir-
macao conclusiva quanto ao fator responsavel pela diminui¢do da con-
centracdo do ACG ao longo do tempo quando da utilizacdo do etanol a
20 %. Sendo necessarios estudos adicionais para tentarmos responder a
este questionamento.






Capitulo 4
Desenvolvimento do sistema
microestruturado



Capitulo 4 — Desenvolvimento - 114

1. APRESENTACAO

O desafio no desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo
modificada de farmacos tem estimulado inimeros investimentos na
investigacdo cientifica na area de Tecnologia Farmacéutica nas Ultimas
décadas. Diferentes tecnologias tém obtido pleno sucesso cientifico e
comercial, sendo que os sistemas particulados tém-se destacado em
relagdo a sistemas monoliticos tradicionalmente utilizados, tais como
comprimidos e cépsulas. Assim, o desenvolvimento de novos sistemas
multiparticulados de liberacdo modificada destinados & administragdo
pela via oral, especialmente os sistemas microestruturados, por sua ex-
cepcional capacidade de controle da liberagdo das substancias encapsu-
ladas, reducéo dos efeitos colaterais e diminuicdo na freqiiéncia de ad-
ministracdo do medicamento, ocupam posi¢do relevante no tratamento
de patologias que necessitam de esquemas terapéuticos para administra-
¢do continua de fArmacos, como é o caso do Diabetes melito e da hiper-
tensdo arterial.

Neste capitulo foi realizado um estudo preliminar de formulacdo
com vistas a desenvolver um sistema microestuturado para a encapsula-
¢do dos extratos padronizados de Cecropia glaziovii que apresentaram
um melhor desempenho na avaliagdo das atividades hipoglicemiante e
anti-hipertensiva.

2. MATERIAIS e METODOS
2.1. Material
2.1.1. Matérias-primas

Diclorometano P.A. (Cromoline)
Eudragit® RS$100 (Réhm Pharma)
Extrato de C. glaziovii Sneth ED 9030 liofilizado
Extrato de C. glaziovii Sneth EM 8d20 liofilizado

2.1.2. Solventes, soluges e reagentes

Agua purificada
Etanol
PVA (Mowiol 40-88 — Sigma-Aldrich)
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2.1.3. Aparelhos e equipamentos

Agitador magnético ARE Heating Magnetic Stirrer VELP Scientifica
Aparelho de hidrodestilagdo FABBE

Balanca Ohaus Analytical Standard

Balanga semi-analitica Gehaka BG 4000

Banho de Ultrassom — UltraSonic Cleaner USC 700 Unique
Banho termostatizado Marte

Bomba de vacuo Fisatom Mod. 830

Centrifuga Sigma 4K15

Cronbmetro Casio

Dessecador

Espectrofotdmetro UV/Vis Perkin Elmer Lambda 10
Estufa Nova Etica 402 3G

Freezer Consul 180

Haste S25N-8G IKA - WERKE

Microscopio Eletronico de Varredura Philips XL30
Microscopio 6tico Leica DC300, software IRFANVIEW
Membrana HVLP 0,45 um Millipore

2.2. Metodologia
2.2.1. Preparo dos extratos

Os extratos ED 9030 e EM 8d20 foram preparados conforme des-
crito no capitulo 2, itens 2.2.2., p. 50 e 2.2.3., p. 52. Posteriormente estes
extratos foram liofilizados em aliquotas de 1,0, 2,0 e 4,0 mL, como
descrito no cap. 2, item 2.2.6., pagina 54. Imediatamente antes da prepa-
racdo das formulacGes de microparticulas, os liofilizados foram disper-
sos com a adicdo de 1,0 mL de agua purificada, sendo assim obtidos
extratos nas concentragbes de 1,0; 2,0 e 4,0 mL de extrato liofiliza-
do/mL de &gua purificada.
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TABELA 24. Nomenclatura estabelecida para identificagdo da concen-
tracdo e do tipo de extrato incorporado em cada uma das formulagtes

Nomenclatura

Preparacéo prévia dos extratos
padronizados

Formulagbes

EM1

1,0 mL de extrato obtido por mace-
racdo liofilizado, posteriormente
ressuspendido em 1,0 mL de agua
purificada

1,2,910

EM2

2,0 mL de extrato obtido por mace-
racdo liofilizados, posteriormente
ressuspendidos em 1,0 mL de agua
purificada

17,19, 21, 23

EM4

4,0 mL de extrato obtido por mace-
racdo liofilizados, posteriormente
ressuspendidos em 1,0 mL de agua
purificada

5,6,13, 14

ED1

1,0 mL de extrato obtido por decoc-
cao liofilizado, posteriormente res-
suspendido em 1,0 mL de agua
purificada

3,4,11,12

ED2

2,0 mL de extrato obtido por decoc-
¢do liofilizados, posteriormente
ressuspendidos em 1,0 mL de 4gua
purificada

18, 20, 22, 24

ED4

4,0 mL de extrato obtido por decoc-
¢do liofilizados, posteriormente
ressuspendidos em 1,0 mL de 4gua
purificada

7,8,15,16

2.2.2. Preparo das microparticulas

As microparticulas foram preparadas pela técnica da dupla emul-
sdo A/O/A, com extragdo/evaporacdo do solvente, conforme descrito
por Lamprecht e colaboradores (2004). Brevemente, 0,5 mL de extrato
liofilizado ressuspendido foi adicionado a uma solucdo do polimero
(Eudragit® RS100) em diclorometano e a mistura foi submetida a agita-
¢do do equipamento Ultraturrax por 1 minuto. Desta forma, obteve-se a
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emulsdo primaria A/O, que foi vertida sobre 75,0 mL de solucdo de
PVA 0,5% e mantida sob agitacdo magnética por 5 minutos, formando a
dupla emulsdo A/O/A. Esta dupla emulsdo foi vertida sobre 425,0 mL
de solucéo de PVA 0,1% e mantida sob agitacdo magnética por 3 horas
a temperatura ambiente, para completa evaporacdo do solvente organi-
co. Apo6s este periodo as microparticulas foram mantidas em repouso
por aproximadamente 18 horas para decantacdo. A seguir, 0 sobrenadan-
te foi descartado e as microparticulas foram transferidas para tubos de
ensaio com a ajuda de 40,0 mL de agua purificada, centrifugadas a 3000
rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. Este procedimento
foi repetido trés vezes.

Apos esse procedimento as microparticulas foram filtradas utili-
zando filtro HVLP sob vacuo com 50,0 mL de agua purificada e coloca-
das em dessecador contendo silica gel por 4 dias para secagem. Apos
esse periodo as microparticulas foram colocadas em frascos e mantidas
em dessecador.

Para realizacdo de ensaios comparativos foram preparadas tam-
bém microparticulas brancas, onde a solucdo extrativa foi substituida
por agua purificada.

Estudo de formulagdo: planejamento fatorial

Para o preparo das microparticulas foi elaborado um delineamen-
to fatorial com o auxilio do programa Design Expert®, vers&o 6.0.6. Este
consiste num desenho com 4 fatores e 2 niveis (maximo e minimo) para
cada fator (2*). Os fatores avaliados foram: fator A (numérico), quanti-
dade de polimero (Eudragit® RS$100) (mg); fator B (categérico), tipo de
extrato (macerado ou decocto); fator C (numérico), concentracdo do
extrato em relacdo ao extrato inicial (mL de extrato submetidos a liofili-
zagdo com posterior reconstituicdo do volume a 1 mL com &gua purifi-
cada; fator D (numérico) velocidade de agitacdo na formacao da primei-
ra emulsdo (rpm). Dois pontos centrais foram propostos, sendo cada um
repetido quatro vezes. Os fatores e o0s niveis de cada fator podem ser
visualizados na tabela 25.
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TABELA 25. Fatores e niveis utilizados no estudo de formulacéo: deli-
neamento fatorial 2*

Concentragdo extra-

Niveis/Fatores Polimero Extrato to (mL ext. liof./mL Velocidade
(mg) agua purif.) (rom)
A B C D
Inferior 100 M 1,0 9500
Ponto médio 200 2,0 13500
Superior 300 D 4,0 17500

Extrato M: macerado; extrato D: decocto

No total foram preparadas 24 formulacGes, 12 com os EM e 12
comos ED.

As formulagdes resultantes do delineamento estdo detalhadas na
tabela 26.
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TABELA 26. Delineamento fatorial 2* para obtencdo das microparticu-
las poliméricas destinado a avaliagdo dos fatores concentracdo do poli-
mero (A), tipo de extrato (B), concentracdo do extrato (C) e velocidade
de agitacdo da primeira emulsdo (D)

Polimero Concentracdo extrato (mL  Velocidade

EXP mg) B0 o of /L. sgua pur(if.) (rpm)
1 100 M 1,0 9500
2 300 M 1,0 9500
3 100 D 1,0 9500
4 300 D 1,0 9500
5 100 M 4,0 9500
6 300 M 4,0 9500
7 100 D 4,0 9500
8 300 D 4,0 9500
9 100 M 1,0 17500
10 300 M 1,0 17500
11 100 D 1,0 17500
12 300 D 1,0 17500
13 100 M 4,0 17500
14 300 M 4,0 17500
15 100 D 4,0 17500
16 300 D 4,0 17500
17 200 M 2,0 13500
18 200 D 2,0 13500
19 200 M 2,0 13500
20 200 D 2,0 13500
21 200 M 2,0 13500
22 200 D 2,0 13500
23 200 M 2,0 13500
24 200 D 2,0 13500
Branca 300 Agua 1,0 17500

Extrato M: macerado; extrato D: decocto
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2.2.3. Rendimento

O rendimento foi calculado em relacdo a quantidade de polimero
e de extrato utilizadas no preparo das MCP, e o resultado ¢é apresentado
em porcentagem.
Rendimento = (massa polimero + massa extrato) — massa MCP x
100/(massa polimero + massa extrato)

2.2.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As formulagfes de microparticulas foram analisadas quanto a
formacéo, aparéncia e tamanho por MEV no Laboratério de Materiais
(LabMat) da UFSC. As amostras foram metalizadas com ouro e analisa-
das em aumentos de 25 a 400 vezes, em microscopio eletrénico de var-
redura Philips XL30.

2.2.4.1. Formagcdo e aparéncia das microparticulas

Para a determinacdo da formacéo das particulas foi utilizada uma
escala na qual o grau 1 corresponde a quase inexisténcia de particulas
formadas e o grau 5 para formulages com grande nimero de particulas
e onde ndo se observam restos de polimero.

Da mesma forma, para a avaliacdo da aparéncia das microparticu-
las foi definida uma escala de 1 a 5. O grau 1 foi atribuido para as for-
mulag8es cujas particulas apresentaram superficie extremamente porosa
e 0 grau 5 para as formulagbes nas quais a quase totalidade das particu-
las apresentou superficie lisa.

2.2.4.2. Tamanho de particula

As microparticulas foram medidas a partir das fotomicrografias,
utilizando-se o programa Size Meter desenvolvido por Luiz H. C. Carl-
son do Laboratério de Controle de Processos da UFSC
(UFSC/CTC/EQA).

2.2.5. Eficiéncia de encapsulacéo (EE)

A eficiéncia de encapsulagdo foi determinada utilizando-se a téc-
nica de espectroscopia no UV/Vis.

Curva analitica

Para a obtencdo da curva analitica foi preparada uma solucéo-
mée inicial de &cido cafeico pesando-se 50,0 mg em baldo volumétrico
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de 10,0 mL. Em seguida 3,0 mL de metanol foram adicionados e colo-
cados em banho de ultrassom para completa dissolu¢do do acido cafei-
co, sendo o volume completado com acetonitrila. Desta solugdo-mée
foram preparadas solugdes com as seguintes concentragoes: 2,5; 5; 7,5;
10; 15 e 20 pg/mL utilizando-se acetonitrila como solvente. As solugdes
foram lidas em espectrofotémetro UV/Vis a 328nm. Trés solucbes-mae
foram preparadas, desta forma obtiveram-se 3 curvas padrdo. Cada con-
centracdo de cada curva foi lida em triplicata.

As areas foram representadas frente as concentrag@es para a cons-
trucdo das curvas de acido cafeico. A equacdo da reta foi obtida por
regressdo linear e o coeficiente de correlacéo calculado.

Preparo das amostras e determinacéo da EE

Cerca de 10,0 mg de microparticulas foram pesadas em duplicata
e dissolvidas em acetonitrila. O volume de acetonitrila adicionado foi
definido em funcdo da quantidade de extrato contida na formulacéo.
Assim, as formulagdes que continham EM1 e ED1 receberam 1,0 mL;
as formulagdes contendo EM2 e ED2 ou EM4 e ED4 foram dissolvidas
em 2,0 mL ou 4,0 mL de acetonitrila, respectivamente. Procedeu-se,
entdo a medida da absor¢do das solucdes em espectroscopia de UV/Vis
em 328 nm. Para o célculo da eficiéncia de encapsulacdo procedeu-se a
correcdo em funcdo da diluicdo. Para o branco utilizou-se microparticu-
las brancas, dissolvidas em acetonitrila numa proporcéo 10:1 (mg:mL).

Os resultados foram expressos em termos de percentual de acido
cafeico contido nas microparticulas em relacdo a quantidade de acido
cafeico contida no extrato adicionado em cada formulacdo. Para deter-
minar a quantidade tedrica de acido cafeico, 100,0 uL de cada um dos
extratos (ED 9030 ou EM 8d20) foi dissolvido em 8,0 mL de acetonitri-
la e, a seguir, procedeu-se a medida da absorvancia das solugdes em 328
nm.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

O método da dupla emulsdo A/O/A consiste no método mais uti-
lizado para encapsulacdo de farmacos hidrofilicos (ERDEN, 1996; JA-
IN, 2000).

Para a encapsulacdo de farmacos com alta solubilidade em agua,
a emulsificacdo em fase aquosa geralmente ndao obtém sucesso, levando
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a bhaixas eficiéncias de encapsulagao. Isso ocorre devido a rapida parti-
¢do do farmaco hidrofilico da solugéo hidrofébica que contém o polime-
ro, em direcdo a fase aquosa que circunda esta solucdo (ERDEN, 1996;
FREITAS, 2005; HASAN, 2007; ROSCA, 2004).

Vaérios sdo os fatores que afetam a formag&o das microparticulas,
sendo os mais conhecidos: natureza e solubilidade do farmaco a ser
encapsulado; concentracdo, composi¢do e massa molecular do polimero;
razdo farmaco/polimero; solvente orgéanico utilizado; concentragéo e
natureza do emulsionante; temperatura e velocidade de agitacdo do pro-
cesso de emulsificacdo; as viscosidades e razdo entre os volumes das
fases dispersa e continua (JAIN, 2000).

Devido a influéncia de todos esses fatores, além do conhecimento
do problema de eficiéncia de encapsulacédo, se faz necessario um estudo
detalhado de formulacdo. Neste caso, o planejamento fatorial apresenta-
se como uma ferramenta bastante adequada, garantindo a formacéo das
microparticulas bem como o0 méaximo de encapsulagdo do farmaco.

Os resultados obtidos para as microparticulas preparadas pela
técnica de dupla emulsdo, com posterior extracdo/evaporacdo do solven-
te, sdo apresentados na tabela 27.
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TABELA 27. Resultados da caracterizacdo das microparticulas obtidas
usando o delineamento fatorial 2*

EXP Renc(zl(:/ror;ento Aparéncia Formacéo T?an}irm;) iI_O a[l)r'g;u (E /IOE)
1 33,62 1 2 77,03+21,43 70,17
2 59,87 4 2 97,04 £31,54 69,89
3 60,05 1 1 63,34 £26,54 56,00
4 72,95 3 1 79,15 + 14,46 62,59
5 65,59 2 2 72,05+23,14 36,65
6 64,83 4 4 105,16 £20,62 45,61
7 79,32 1 1 68,93 +19,62 37,83
8 83,84 5 4 117,02 +£23,15 50,11
9 44,23 2 4 78,24 +£19,36 72,16
10 54,96 4 3 93,84 £28,52 65,67
11 40,93 1 2 78,44 +£21,15 57,81
12 74,99 4 3 109,04 + 23,47 53,59
13 66,14 3 2 89,35+12,23 48,81
14 58,97 4 3 136,98 £ 14,77 44,85
15 80,81 4 3 103,13 +£27,01 44,76
16 83,28 4 3 98,97 £25,89 50,75
17 55,09 3 4 111,07 +£17,56 49,72
18 83,00 3 2 83,78 +18,34 53,31
19 60,18 3 3 110,52 £17,99 49,29
20 81,25 3 3 90,01 £16,13 54,96
21 50,89 3 4 94,056+17,03 37,60
22 81,46 3 3 105,23 +16,65 54,12
23 46,16 3 4 91,96 +18,91 52,50
24 84,02 3 3 88,60 +£17,06 56,92

Branca 74,29 4 3 76,86 £ 22,90 0,00

EE: Eficiéncia de encapsulacdo; DPR: Desvio padrdo relativo

A tabela 28 apresenta os valores da andlise de variancia para to-
dos os fatores estudados, suas interacdes e outros parametros do modelo.
Como podem ser observados, todos os modelos séo significativos para
0s ensaios realizados. A curvatura é significativa (p < 0,05) para a for-
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macdao das MCP, sugerindo que o tracado tridimensional dessas respos-
tas é mais curvilineo do que linear no espaco de desenho estudado. A-
Iém disso, é possivel observar que ndo ha falta de ajuste (p > 0,05) de
nenhum dos modelos para as analises em questéo.

TABELA 28. Anélise de variancia dos resultados da caracterizagdo das
microparticulas obtidas usando o delineamento fatorial 2* (p < 0,05)

Valor —p
ANOVA Rendimento Aparéncia Forma-  Tama- EE
cao nho

Modelo < 0,0001 <0,0001  0,0049 0,0002 <0,0001
A 0,0033 <0,0001  0,0356 0,0002 -

B < 0,0001 -- 0,0237 - 0,7167
C < 0,0001 0,0030 0,1455 0,0183 <0,0001
D - 0,0248 0,0356  0,0257 -
AC 0,0028 -- 0,0356 - -
AD -- 0,0248 - - -
BC -- -- - - 0,0237
CD -- -- 0,0356 - -
Curvatura 0,1770 0,7805 0,0175 10,2991 00,2123
Lack of Fit 0,1333 -- 0,1832 0,3418 00,3048

EE: Eficiéncia de encapsulagio

Fator A: Quantidade de polimero (mg)

Fator B: Tipo de extrato

Fator C: Concentracao do extrato

Fator D: Velocidade de agitacdo, 1° emuls&o (rpm)
Lack of Fit: Falta de ajuste

3.1. Rendimento

O rendimento corresponde a relagdo entre massa total de polime-
ro e de extrato utilizadas para o preparo de cada uma das formulagdes e
a massa obtida de MCP, podendo assim sinalizar perdas durante o pro-
cesso de preparo.

Como podem ser observados na tabela 27, os valores de rendi-
mento obtidos para as formulagdes foram bastante heterogéneos, varian-
do entre 33 a 84 %. A analise da variancia (tabela 28) demonstra que
estes resultados sdo influenciados principalmente pelas diferentes carac-
teristicas dos extratos obtidos pelos dois métodos de preparagdo (fator
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B), pela interagdo entre a quantidade de polimero (fator A) e a concen-
tracdo do extrato (fator C). A figura 41 permite melhor visualizag¢do da
interacdo AC, onde as MCP que utilizaram a menor concentracdo de
EM (EM1) apresentam aumento do rendimento quando se aumenta a
concentracdo do polimero. Por outro lado, com concentrac@es de extrato
mais elevadas (EM4), ndo se observa alteracdo do rendimento, podendo-
se inferir que este depende exclusivamente da quantidade de polimero.

C: [Extrato] (mL ext/mL dgua purif.
8402 _| [ ] ( gua purif)
70.66 —|
T 1
£ T
£ 57.29 —|
o
@
[1's
43.93 —|
30.57 —|

\ I \
100 200 300

A [Polimero] (mg)

Figura 41. Grafico de interacdo entre os fatores concentracdo de polime-
ro (A) e concentracdo de extrato (C) das MCP obtidas para a determina-
¢do do rendimento, utilizando os EM. (m): EM1; (A): EM4

Este mesmo perfil é observado para as MCP que contém os extra-
tos obtidos por decoccéo (fator B), apesar de o rendimento obtido ser de
maneira geral mais elevado para estas formulaces.

A figura 42 apresenta os resultados de rendimento relacionando
todos os fatores envolvidos. Esses resultados séo obtidos independentes
da velocidade de agitacdo durante a formacao da primeira emulsdo (fator
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D) utilizada, conforme pode ser observado na tabela 28, onde o valor da
ANOVA para este fator ndo é significativo.

Rendimento (%)

83.19 82.95

D 54.93 : 7592

62.74 62.51 C+

B: Método de extragio

C: [Extrato] (mL ext./mL dgua purif.)

M 34.48 55.47 C-
A- A+
A [Polimero] (mg)

Figura 42. Representagdo em cubo da influéncia dos fatores concentra-
c¢ao do polimero (A), tipo de extrato (B) e concentracdo do extrato (C)
sobre os resultados de rendimento das MCP

3.2. Formagéo

Para a avaliacdo da formacdo das particulas foi definida uma es-
cala, na qual o valor 1 indica um nimero baixo de particulas formadas,
aumentado gradativamente até atingir grau 5, onde todas as particulas
estariam formadas e integras, sem restos de polimero perceptiveis. A
figura 43 apresenta fotomicrografias de formulages classificadas como
grau 1 e grau 4. Como pode ser visualizado na tabela 27, a nenhuma das
formulagdes foi atribuido grau 5, uma vez que todas as formulacGes
apresentaram particulas rompidas, em maior ou menor grau. No entanto,
a primeira vista ja é possivel observar a influéncia das caracteristicas de
cada extrato, diferentes em decorréncia dos diferentes métodos utiliza-
dos em sua preparagdo, sobre a microencapsulacdo dos mesmos. Todas
as formulacdes que foram classificadas como de grau 4, com um grande
numero de particulas formadas, contém o extrato EM 8d20, enquanto
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gue todas que receberam grau 1 contém o extrato ED 9030. Esse resul-
tado pode ser comprovado pela significancia do fator B na tabela 28.

WO F————— 6o
10.1

(B.2)

Figura 43. Microfotografias obtidas por MEV das microparticulas para
avaliacdo da (A) formacdo e da (B) aparéncia. (A.1) Formulacao 7, grau
1; (A.2) Formulacdo 22, grau 4; (B.1) Formulagdo 1, grau 1; (B.2) For-
mulagdo 8, grau 5

A formacdo das particulas é influenciada ainda por duas intera-
¢Oes importantes entre os fatores AC e CD. Na figura 44 pode-se obser-
var que, na medida em que se aumenta a velocidade de agitacdo, o au-
mento da concentracdo do polimero permite a melhor formagdo das
MCP com uma concentragdo mais baixa do extrato, ndo sendo importan-
te para a concentracdo mais alta do extrato, que ja apresenta boa forma-
¢do com a maior concentragao de polimero.
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Figura 44. Graficos de interacdo entre os fatores concentragdo de poli-
mero (A), concentracdo de extrato (C) e velocidade de agitagdo da 1°
emulsdo (D) para avaliacdo da formacdo das MCP, utilizando os EM.
(m): EM1; (A): EM4. () influéncia dos fatores A e C quando o fator D
for igual a 9.500 rpm; (b) influéncia dos fatores A e C quando o fator D
for igual a 13.500 rpm e (c) influéncia dos fatores A e C quando o fator
D for igual a 17.500 rpm

3.3. Aparéncia

A aparéncia corresponde a avaliacdo visual da superficie das par-
ticulas através das fotos obtidas por MEV. Da mesma forma que para a
formagéo das microparticulas, foi estabelecida uma escala de 1 a 5 para
classificacdo das formulagdes. A figura 43 mostra fotomicrografias de
formulagdes classificadas como grau 1 e como grau 5 no critério apa-
réncia.

Na tabela 28 é possivel verificar que a interacdo entre os fatores
A e D ¢ significativa, assim como a influéncia do fator C. Conforme é
aumentada a concentragdo do polimero (fator A), melhora-se a aparéncia
das MCP obtidas, sendo esta influéncia mais significativa em velocida-
des mais elevadas (fator D). O aumento da concentracdo do extrato tam-



Capitulo 4 — Desenvolvimento - 129

bém permite a melhora da aparéncia das mesmas, independente do tipo
de extrato utilizado (EM ou ED, fator B). A figura 45 permite a visuali-
zacdo da interagcdo AD, sendo que o mesmo perfil foi observado para 0s
diferentes extratos.

D: Velocidade (rpm)

Aparéncia
o
|

I I I
100 200 300

A: [Polimero] (mg)

Figura 45. Grafico de interacdo entre os fatores concentracdo de polime-
ro (A) e velocidade de agitacdo da 1° emulsdo (D) para avaliacdo da
aparéncia das MCP, utilizando os EM4. (m): velocidade de agitacao

9.500 rpm; (A): velocidade de agitagdo 17.500 rpm

3.4. Tamanho de particula

Todas as formulagBes apresentaram didmetro médio de particula
entre 66 e 135 um. Considerando que estas formulagdes destinam-se a
administracdo oral, o intervalo de tamanhos pode ser considerado ade-
quado.

Na analise de variancia dos resultados do tamanho de particula,
de acordo com a tabela 28 ndo ha nenhuma interacéo entre os fatores. A
guantidade de polimero, a quantidade de extrato e a velocidade de agita-
cdo (fatores A, C e D, respectivamente) atuam de forma isolada, sem
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influéncia do tipo de extrato (fator B), indicando que este ndo interfere
nos resultados de tamanho de particula.

A figura 46 apresenta os resultados de tamanho de particula. Os
fatores A, C e D, a medida que aumentam promovem 0 aumento do
tamanho das MCP. Desta forma obtém-se 0 maior tamanho de particulas
com a maior concentragdo do polimero, a maior concentracdo do extrato
e maior velocidade de agitacdo da 1° emuls&o.

Tamanho de Particula (um)

92.80 118.64
—_ C+ 79.27 : 105.10
= :
O
(]
3
o
pu]
-
E
b TE3eTTTT T 10420 7 D+
|
E
=)
*;E; D: Velocidade (rpm)
i
O K
C- 64 83 9067 D-
A- A+

A: [Polimero] (mg)

Figura 46. Representagdo em cubo da influéncia dos fatores concentra-
¢do do polimero (A), concentracdo do extrato (C) e velocidade de agita-
¢do da 1° emulsdo (D) sobre os resultados de tamanho de MCP.

3.5. Eficiéncia de encapsulagdo

Vérias metodologias tém sido descritas na literatura para a deter-
minacdo da eficiéncia de encapsulacdo em microparticulas. A mais utili-
zada tem sido baseada na CLAE. Considerando que o polimero Eudra-
git® RS100 é um polimero catidnico e da dificuldade em separa-lo do
meio onde foi dissolvido, neste trabalho foi feita a opcdo por utilizar a
técnica de espectrofotometria para esta determinacdo. O ACF foi utili-
zado como padréo por apresentar 0 maximo de absor¢do no comprimen-
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to de onda da grande maioria dos compostos fendlicos, objetos desse
estudo. A figura 47 apresenta a curva analitica do acido cafeico utilizada
para o calculo da eficiéncia de encapsulagdo. A curva apresenta como
equacdo da reta, y = 0,0748x + 0,0024 e coeficiente de correlacéo, r =
0,9992.

Curva Analitica - ACF

1,6

1,2
1,0 7
08

06 P

0,2 ,,/I

0,0

Absorvancia (UA)

0 5 10 15 20 25
Concentracao (ug/mL)

Figura 47. Curva analitica média do acido cafeico obtida por espectrofo-
tometria UV/Vis. Deteccdo: 328 nm. Coeficiente de correlacéo, 0,9992;
equacdo da reta: y = 0,0748x + 0,0024

O branco utilizado consistiu nas MCP brancas dissolvidas em a-
cetonitrila. O célculo baseou-se, por conseguinte na diferenca entre as
absorcdes obtidas da solucdo de MCP e o branco. Os resultados sao
apresentados na tabela 27.

Através da analise de variancia é possivel observar a interacdo
dos fatores B e C nos resultados de eficiéncia de encapsulacdo. A figura
48 apresenta de que maneira ocorre esta interagdo. Para os EM quanto
maior a concentracdo do extrato, menor a eficiéncia de encapsulagdo. O
mesmo ocorre para 0s ED, com a diferenca de que as MCP preparadas
com ED apresentam eficiéncias de encapsulagdo mais proximas. Ainda
é possivel verificar que a concentracdo do polimero e a velocidade de
agitacdo da 1° emulsdo nédo interferem nos resultados de EE.
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Figura 48. Grafico de interacdo entre os fatores tipo de extrato (B) e
concentracdo do extrato (C) para avaliagdo da eficiéncia de encapsula-
¢do das MCP, utilizando os EM. (m): EM1; (A): EM4
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v Os delineamentos elaborados para preparacdo e avaliacdo da
influéncia dos fatores de formulacdo sobre as caracteristicas das solu-
¢Oes extrativas obtidas por maceracéo e decoccdo foram adequados para
todas as analises realizadas;

v Um maior teor de fendlicos totais é obtido com a utilizagdo da
maceracdo como método extrativo, sendo influenciado pelo teor de eta-
nol do liquido extrator. Nos ED, o aumento da temperatura e do tempo
promovem aumento deste teor;

v Durante a avaliagcdo do teor do marcador quimico por CLAE foi
identificada nos extratos obtidos por maceragdo a presenca de &cido
cafeico, um acido fendlico ainda néo relatado para esta espécie na litera-
tura, passando a ser considerado como um segundo marcador quimico;

v A metodologia por CLAE desenvolvida para o doseamento dos
marcadores quimicos (&cido clorogénico e cido cafeico) nas solugdes
extrativas obtidas por maceragdo e por decoccédo foi validada de acordo
com ICH (2005) e BRASIL (2003), sendo capaz de separar e quantificar
simultaneamente os dois marcadores quimicos;

v Os extratos obtidos por decoccdo a 80 °C por 20 minutos apre-
sentam 0s maiores teores de ACG. Nos EM a maior concentracdo foi
obtida no extrato 6d50;

v Os extratos obtidos por macera¢do com 20 % de etanol apresen-
tam os maiores teores de ACF, sendo estes inexpressivos nos ED;

v A acdo do ACG na reducdo da glicemia mostrou-se dose-
dependente tanto em animais hiperglicémicos quanto diabéticos, suge-
rindo-se uma acao secretagoga;

v Os extratos obtidos por maceracdo com 20 % de etanol apresenta-
ram agdo na redugdo da glicemia em ratos hiperglicémicos, ndo sendo
observada esta atividade em animais diabéticos. Este resultado indica
uma atividade anti-diabética nos extratos obtidos ainda nédo relatada para
a espécie. A associacao do &cido clorogénico e do &cido cafeico apresen-
tou uma atividade semelhante aos EM obtidos com 20 % de etanol;

v Todos os extratos apresentaram uma atividade vasorrelaxante no
ensaio de reatividade vascular em aorta toraxica isolada em ratos, sendo
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0s EM efetivos em uma concentragdo inferior aos ED. Porém todos os
extratos foram efetivos em concentracdes inferiores as encontradas na
literatura para outras plantas, evidenciando uma atividade anti-
hipertensiva bastante interessante nos extratos brutos, em consonancia
com resultados anteriores publicados para fragfes obtidas com solventes
organicos;

4 Os delineamentos elaborados para avaliacdo da interferéncia da
temperatura e da presenca de conservante no processo extrativo apresen-
tam modelos significativos para o doseamento de ACG e ACF;

v No delineamento que contempla a interferéncia da temperatura,
ocorre interacdo entre os fatores concentracdo de etanol e tempo e entre
concentracdo de etanol e temperatura, tanto no doseamento do ACG
guanto do ACF;

v No delineamento que contempla a interferéncia da presenca de
conservante ocorre interacdo entre os fatores concentragdo de etanol e
tempo, tanto no doseamento do ACG como do ACF;

v No delineamento que contempla o estudo de formulagéo das mi-
croparticulas, o0 modelo € significativo para todos os ensaios realizados.
As MCP contendo ED apresentam melhor rendimento. As formulacGes
contendo EM resultam em microparticulas mais bem formadas. A me-
Ihor aparéncia € conseguida com o aumento da concentragdo do polime-
ro e do extrato;

v O didmetro médio das microparticulas variou entre 66 e 135 pum;

v A eficiéncia de encapsulagdo nas microparticulas variou de 35 —
72 %, sendo inversamente proporcional & concentracdo do extrato. A
eficiéncia de encapsulacdo pode ser considerada satisfatéria consideran-
do tratar-se de uma substancia hidrofilica.
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ANEXO 1. Laudo de identificacdo da matéria-prima vegetal Cecropia
glaziovii Sneth.

Instituto de Botanica de Sao Paulo

Curadoria do Herbario

C. P. 4005

01061-970 Sao Paulo SP Brasil Fax: (011) 5073-6300 R. 302
Tel: (011) 5073-6300 R. 281

LAUDO DE IDENTIFICAGAO

A planta que nos foi submetida a identificagdo, pelo CPQBA trata-se de:

Cecropia glaziovi Snethl. (Familia Urticaceae)

Jez, 64/1(& )

Dra. Inés Cordeiro
Pesquisador Cientifico

Sdo Paulo, 22 de janeiro de 2008.

Obs. Este laudo de identificagiio é exclusivo de CPQBA, nio podendo ser repassado
para nenhuma outra empresa, pois trata do resultado da anilise de uma tnica
amostra. Fica também vedada a meng¢iio ou utilizagio do nome ou sigla do Instituto de
Botinica, em qualquer tipo de publicidade comercial, seja qual for o veiculo
publicitirio, principalmente se o nome do Instituto for utilizado para qualificar
produgdo industrial sobre a qual 0 mesmo nio exer¢a qualquer meio de controle.
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ANEXO 2. Protocolo PP 00085/CEUA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Pro-Reitoria de Pesquisa
Comissao de Etica no Uso de Animais
Fone: (048) 3721-9206 - Fax: (048) 3721-9599
e-mail: ceua@reitoria.ufsc.br

Oficio n° 021/03/CEUA/PRPe
Floriandpolis, 19 de marco de 2007.

Da: Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais-CEUA
Ao(a): Prof(a) Dr(a) Angela Machado de Campos
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas - CCS

Prezado(a) Professor(a),

Em relacdo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade,
cadastrado sob o nimero PPO0085/CEUA e intitulado "Desenvolvimen-
to de sistemas poliméricos microestruturados de administracdo oral
contendo extrato otimizado de Cecropia glaziovii Sneth (embaudba) vi-
sando o tratamento do diabetes mellitus e da hipertensdo arterial”, a
Presidente da CEUA deliberou o seguinte:

Em reunido ordinaria da CEUA realizada em 14/03/2007, APROVOU o
ad referendum do Protocolo PP00085, envolvendo o uso de 152 ratos
Wistar para 0 periodo de dois anos.
Por ocasido do término desse protocolo, DEVERA SER APRESENTA-
DO RELATORIO detalhado relacionando o uso de animais no Projeto
desenvolvido aos resultados obtidos, conforme formulario ON LINE

CEUA.

Profa. Dra. Faimh Regina Mena Barreto Silva

i Presidente da CE
Atenciosamente, esidente da CEUA/PRPe/UFSC


mailto:ceua@reitoria.ufsc.br
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ANEXO 3. Avaliagdo in vivo da atividade anti-diabética
Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos entre 50-54 dias
de idade (180-250g), mantidos em gaiolas plasticas com alimento e &gua
a vontade até o inicio dos tratamentos. A temperatura da sala foi manti-
da entre 21 £ 2 °C e com ciclo de 12 horas claro/12 horas escuro. Ani-
mais, descritos como “jejum” foram privados de comida por 16 horas,
mas com acesso livre a agua. Os animais foram mantidos em concor-
dancia com as recomendagdes do Conselho Brasileiro de Medicina Ve-
terinaria e do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, Protocolo
PP 00085/CEUA.

Animais diabéticos induzidos com aloxana

O diabetes foi induzido através de uma Unica injecdo intravenosa de
monohidrato de aloxano (Sigma) 5% em soro fisiologico, na dose de 50
mg/kg de peso corporal, em animais sob anestesia etérea. Esta solucédo
foi sempre preparada imediatamente antes do uso. Trés dias depois,
foram coletadas amostras de sangue e os niveis de glicose foram deter-
minados para confirmar o desenvolvimento do diabetes. Foram conside-
rados diabéticos apenas ratos que apresentavam glicemia entre 350-450
mg/dL (DE SOUSA, 2004; CAZAROLLLI, 2006). As coletas de sangue
foram realizadas nos tempos zero, 1, 2 e 3 horas, apds 0 tratamento
para a determinacéo da glicemia.

Teste oral de tolerancia a glicose

Ratos em jejum foram divididos em trés grupos de cinco animais
cada. Grupo I, controle ndo tratado; Grupo Il, hiperglicémico, recebeu
somente glicose (4 g/kg de peso corporal); Grupo I, tratado, recebeu
glicose (4g/kg de peso corporal) juntamente com o extrato ou marcador
(es) quimico (s). A sobrecarga de glicose e o tratamento foram adminis-
trados por gavage. As coletas de sangue foram realizadas nos tempos 0,
15, 30, 60 e 180 min. apds o tratamento.

Coleta de sangue e determinacao da glicemia

Todos os animais estavam em jejum de 16 h antes da coleta de sangue.
O sangue foi coletado por capilaridade pelo plexo retro-orbital em tubos
de eppendorf. As amostras foram centrifugadas e imediatamente o soro
foi separado. Aliquotas de 10 ul do soro (em duplicata) foram utilizados
para dosar a glicose pelo método enzimatico da glicose oxidase (GLI-
COSE PP da Gold Analisa Diagnostica). As amostras foram incubadas
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por 10 minutos a temperatura ambiente (25 °C) e as absorvancias foram
lidas em um espectrofotdmetro da marca GBC Scientific Equipment Pty
LTDA, em 500 nm. Os resultados foram expressos em mg/dL de glico-
se. Todos os animais foram previamente anestesiados em camera de éter
antes da coleta de sangue. Ap6s o término do experimento, 0s mesmos
foram eutanasiados por decapitacdo em guilhotina e as carcacas foram
mantidas em refrigerador até 0 momento do descarte no lixo hospitalar.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. As com-
paracdes estatisticas foram realizadas através da analise de variancia de
uma via (ANOVA) seguida pelo pés-teste de Bonferroni pelo programa
INSTAT versdo 3.0. As diferencas encontradas foram consideradas
estatisticamente significativas para um “p” igual ou menor que 0,05.
Para a analise comparativa entre dois grupos foi utilizado o teste “t” de
Student.

ANEXO 4. Avaliacdo ex vivo da atividade anti-hipertensiva

Montagem das preparacdes isoladas de anel de aorta toracica de
rato

Os animais foram sacrificados por aprofundamento da anestesia
com quetamina e cloridrato de xilazina, seguido de exsanguinacgdo feita
pela seccdo da artéria carétida. Apds a abertura da cavidade toracica, a
aorta foi delicadamente removida e transferida para uma placa de Petri
contendo solucdo de Krebs-Henseleit, com a seguinte composicdo
(mM): NaCl 118; KCI 4,7; CaCl, 2,5; MgSO, 1,2; KH,PO,4 0,9; NaH-
COs; 25; glicose 11, e retirou-se os tecidos adiposos e conectivos adja-
centes (ANDRIAMBELOSON, 1997).

O vaso foi seccionado na forma de anéis de 3 a 4 mm de compri-
mento, os quais foram transferidos para cubas de vidro com volume
total de 5 mL contendo solucdo de Krebs-Henseleit, mantida a 37°C,
pH 7,4 e aerada com uma mistura de 95% de O, e 5% de CO, Duas
hastes metélicas foram inseridas na luz dos mesmos, sendo uma delas
adaptada a um transdutor de tensdo isométrica acoplado a um sistema de
aquisicdo de dados SOFT & SOLUTIONS (KitCad 8). A tensdo de re-
pouso das preparacfes correspondeu a 1,0 g e a solucdo nutriente foi
substituida a cada 15 minutos.
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Apo6s o periodo de equilibrio (60 minutos) as preparacfes foram
contraidas com fenilefrina (1 uM) e a presenga do endotélio funcional
foi avaliada pela capacidade da acetilcolina (ACh, 1 uM) induzir ao
relaxamento das prepara¢fes. Somente as prepara¢fes que apresentaram
relaxamento igual ou superior a 75% foram consideradas com endotélio
integro. Apds a realizacdo do teste da integridade do endotélio, as prepa-
racdes foram lavadas com solucdo fisioldgica e mantidas em repouso
por 30 minutos.

Caracterizacdo do efeito vasorrelaxante dos extratos de Cecropia
glaziovii (2 de maceracao e 2 de decocgao)

Ap06s 0s 30 minutos de repouso, foram realizadas Curvas Concen-
tracdo Resposta (CCR) cumulativas (0,1 - 100 ug/mL) aos extratos, na
presenca do endotélio, em anéis previamente contraidos com fenilefrina

2 uM).
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APENDICE 1. Artigo submetido & revista Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis — Elsevier e cdpia da confirmacdo de submis-
sdo do mesmo por parte da revista

TITLE: EXPERIMENTAL DESIGN AS A TOOL TO EVALUATE CHLOROGENIC AND CAFFEIC ACIDS EX-
TRACTED FROM CECROPIA GLAZIOVII SNETH.

Daniela P. Arend

3Diva Sonaglio

“3Ana Lacia Gomes Dos Santos
23Flavio H. Reginatto

t3Angela M. de Campos*

*Laborat6rio de Farmacotécnica, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Ciéncias da Sadde, Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC), Florianépolis, Brazil

2_aboratério de Farmacognosia, Centro de Ciéncias da Satide, Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Floriandpolis,
Brazil

SInstituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia para Inovagdo Farmacéutica (INCT_if) do CNPg, Universidade Federal de
Pernambuco, Avenida Moraes Rego N° 1235, Cidade Universitaria, CEP 50670-901. Recife - PE

“Address to correspondence: Angela Machado de Campos, Laboratério de Farmacotécnica, Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade Federal de Santa Catarina, Campus Universitario, Trindade, Florianépolis, SC, Brazil, Postal
Code: 88040-900.

Phone: +55 (48) 3721 5067; e-mail: angelacampos@ccs.ufsc.br

Fax: +55 (48) 3721 9350

ABSTRACT:

The effects of different parameters, including ethanol concentration, time of drug:solvent contact, temperature and the presence
of a preservative, on chlorogenic acid (CGA) and caffeic acid (CFA) yields in Cecropia glaziovii Sneth extracts were investi-
gated using an experimental design. In order to quantify the phenolic acids in these extracts a high-performance liquid
chromatography—diode array detection (HPLC-DAD) method was developed and validated. Extracts with 80% ethanol
presented a higher CGA content, but low amounts of CFA. Extracts with 20% ethanol showed a higher CFA concentration, but
a sharp reduction in CGA extraction yield. The presence of a preservative, under the same extraction conditions, resulted in a
slight difference or no difference in the CGA and CFA extraction yields. When the temperature was controlled at 4°C or 25°C,
a slight alteration in the concentrations of the phenolics studied was observed. The present approach can be applied in order to
determine the optimum conditions for the preparation of Cecropia glaziovii Sneth extracts based on CGA or CFA extraction
yield as a chemical marker.

KEYWORDS: Cecropia glaziovii; Chlorogenic acid; Caffeic acid; Validation; Stability; Factorial design.

1. INTRODUCTION

The analysis of plants and herbal formulations presents several problems arising from their complex nature and the inherent
variability of their constituents. Plants are complex mixtures of a variety chemicals, which poses a problem in terms of
standardization and quality control. However, this very fact is responsible for their feature of being therapeutically effective.
Consequently, the herbal drug preparation itself, as a whole, is regarded as the active substance. Hence, the extraction proce-
dure and the stability of the extract are important since they determine the quality and the yield of the individual constituents.
Also, the economical feasibility of an industrial process requires that it works in such a way that high efficiency values are
attained. Some factors can contribute to achieving this aim: (1) correctly choosing the raw materials to extract; (2) subjecting
these materials to appropriate pretreatment; and (3) optimizing the values of the variables which have a direct influence on the
process [1]. Cecropia species are extensively used in traditional medicine in Latin America as cardiotonic, diuretic, hypoten-
sive, and anti-inflammatory agents. Moreover chlorogenic acid (CGA), also found as a major compound in other plants, has
been related to the pharmacological properties of Cecropia sp. [2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11]. Although Cecropia glaziovii is
widely used in Brazilian folk medicine, there are no reports concerning the influence of its extraction conditions on the
phenolic acids content. In addition, little information is available on the quality evaluation and standardization methods for
both qualitative and quantitative determination of this component [12, 13, 14]. In addition, studies related to the intermediate
pharmaceutical products have been reported [15, 16, 17], and the results are not associated with the stability during the
extraction process. Extraction efficiency is commonly a function of the process conditions. Temperature, time of contact, and
plant:solvent ratio are some of the most important factors that influence the extraction efficacy in terms of quality and yield [1,
17, 18, 19, 20]. On the other hand, the role of each factor in the mass transfer of the process is not predictable since the
chemical characteristics of the solvent and the diverse structure and composition of the natural products lead to each material-
solvent system showing different behavior [1].

In the present study, a specific extraction condition allowed us to obtain caffeic acid (CFA), a substance not yet reported for
this species. Thus, we evaluated the extraction and stability of CGA and CFA during the extraction process using a 2° factorial
design. Ethanolic solvent concentration, extraction time and the use of temperature or a preservative were chosen as variables.
All data were obtained using a validated high performance liquid chromatography/diode array detection (HPLC/DAD) method
for analysis of the crude extract of Cecropia glaziovii Sneth leaves.

2. EXPERIMENTAL
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2.1. Materials

2.1.1. Chemical reagents

Chemicals and reagents were obtained from the following commercial sources: chlorogenic acid and caffeic acid (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), methanol and acetonitrile (HPLC grade) (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA), acetic acid
(Qhemis, Séo Paulo, Brazil), LC-grade water obtained with a Milli-Q system (Millipore, Bedford, MA, USA), and Methylpa-
raben (DEG, Sdo Paulo, Brazil). All samples and solutions were prepared from purified water. All other reagents and solvents
were analytical grade.

2.1.2. Raw Material Characterization. Plant material

Dried leaves of Cecropia glaziovii were obtained from the Pluridisciplinary Center of Chemical, Biological and Agronomic
Studies of the University of Campinas, SP, Brazil. The dry leaves were ground in a knife mill (Macmont) with a mesh of 3
mm. The ground material was submitted to a particle size distribution test, as described below.

2.2. Methods

2.2.1. Particle Size Distribution Test

Particle size distribution was evaluated by a standard sieving method, for a period of 15 minutes (Sieve shaker Bertel 1400),
with 30 g of the dried milled plant material, using a series of sieves with screen sizes corresponding to 180, 355, 500, 710,
1000 and 1700 pm. The average particle size was calculated by means of Probito’s evaluation [21, 22].

2.2.2. Preparation of Extracts

The extraction solutions (ES) were prepared by maceration at 5.0% (plant:solvent ratio; w/v) of crushed leaves (average
diameter 780 + 410 um). Three ethanol concentrations (20, 50, and 80%; v/v) and three extraction times (4, 6, and 8 days)
were evaluated. The extraction process was carried out at two different temperatures (4°C + 1 and 25°C + 2) and in the
presence or absence of the preservative (methylparaben, MP, 1.0 mg/mL). The design that evaluated the presence of the
preservative was carried out at 25°C + 2. All extractions were prepared in duplicate in the dark.

2.2.3. Analytical procedures. Sample preparation
Three milliliters of the ES were diluted to ten milliliters with methanol:water solution (50:50; v/v). The samples were filtered
through a 0.45 um HVLP membrane (Millipore).

2.3. Chromatography Conditions (HPLC)

The chromatographic analysis was performed on a Perkin-Elmer chromatograph equipped with a Series 200 auto sampler,
Series 200 binary pump, Series 200 UV-Vis detector or Series 200 EP Diode Array Detector and Series 200 vacuum degasser.
A Zorbax C HP C18 column (5 um, 150 x 4.6 mm, Agilent Technologies) was used. The gradient elution consisted of acetoni-
trile (A) — 1.0% acetic acid (B) with a flow rate of 1 mL/min and was programmed as follows: 0 — 15 min, 87% B; 15 — 25
min, 87 — 60% B; 25 — 34 min, 60% B. Detection was at 330 nm. The mobile phase was prepared daily and degassed by
sonication before use. The injection volume was 20 pL. The data were gathered using TotalChrom® Workstation software. All
chromatographic analyses were performed in triplicate.

2.4. Quantitative analysis

The quantification of chemical markers, CGA and CFA, was carried out by comparison of their retention times and by co-
injection of standard solutions. Standard curves were plotted for chlorogenic (2.5 to 200 pg/mL) and caffeic (2.5 to 100
ug/mL) acids. The quantification of the individual compounds was performed using a validated regression curve (r* > 0.9999).
All standard solutions were analyzed in triplicate and the ES were analyzed in duplicate. The average areas of the peaks were
calculated.

2.5. Validation of analytical procedures

The parameters were validated according to International Conference on Harmonization (ICH) guidelines [23]. The linearity
was determined for the calibration curves obtained by HPLC determination of CGA and CFA and for the extraction solution
curves [8 days 20% ethanol (8d20), 6 days 50% ethanol (6d50) and 8 days 80% ethanol (8d80)]. The slope and the other
statistics of the calibration curves were calculated by linear regression. The detection limit (DL) and quantification limit (QL)
were based on the standard deviation (SD) and the slope (S) of the calibration curves [23]. The precision of the method was
determined as repeatability and intermediate precision. To evaluate repeatability, the percent relative standard deviation
(%RSD) of three concentrations of the curve (maximum, average and minimum), with each injection carried out three times,
was considered. The intermediate precision was evaluated in triplicate over 3 days. Accuracy was determined by recovery,
adding measured amounts of CGA and CFA to the extraction solutions. The recovery experiment was performed for one
concentration of each phenolic acid level (25.0 pg/mL) in three different extraction solutions (8d20, 6d50 and 8d80) injected in
triplicate. The recovery was determined by subtracting the values obtained for the control matrix preparation from those
obtained for the samples that were prepared with the standards added, divided by the amount added and then multiplied by 100
[23].

2.6. Experimental design

Two 18-run 2° full factorial designs were used to evaluate 2 numerical variables at 2 levels and a central point (levels -1, 0 and
+1): ethanol concentration (A) (20, 50 and 80 %) and extraction time (B) (4, 6 and 8 days). To each design a categorical
variable (C) related to the stability was introduced. One design evaluated the effect of temperature (4 and 25°C) and the other
of preservative (absence and presence), using -1 as a coded value for 4°C or absence of preservative and +1 for 25°C or
presence of preservative. Two replicates of all experiments and the center point (level 0, i.e. 50% and 6 days) were run for both
stability conditions. The different factor settings of the trials are shown in Table 1. All factor level combinations were carried
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out in a randomized order. The results were evaluated with the program Design-Expert®, Version 7.1.6. (StatEase, Minneapo-
lis, MN, USA).

The effects were calculated presuming a linear model with interaction among the factors. The equation model was defined as:
Y =M+ aA + bB + cC + abAB + acAC + bcBC + abcABC (1)

where Y is the model response, M is the mean value, A, B, C are the main factors (A = ethanol concentration; B = extraction
time; C = temperature or presence of a preservative), AB, AC, BC, and ABC are the binary and ternary interactions between
the factors, and a, b, ¢ or ab, ac, bc, and abc are the coefficients of the main factors and interaction factors, respectively,
employing a probability error of p < 0.05. The equation terms were determined by reverse hierarchical regression analysis.
Analysis of variance (ANOVA) was performed to support the polynomial equations and to identify the significance of single
factors and their interactions.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Analytical method validation

Reversed-phase high performance liquid chromatographic (HPLC) was proposed as a suitable method for the simultaneous
determination of CGA and CFA in ES. The method developed was then validated in terms of accuracy, precision, linearity,
quantification limit and detection limit, in accordance with the ICH guidelines [23]. The nature of the sample determines which
parameters should be evaluated, especially when the samples are complex biologic matrices, as in the case of plant extraction
solutions [24]. Figure 1 shows a typical chromatogram for the ES. The retention times investigated (3.5 min for CGA and 6.0
min for CFA) showed a sharp and symmetrical peak, with good baseline resolution and minimal tailing, thus facilitating the
accurate measurement of peak area ratios.

3.1.1. Precision and accuracy

The precision and accuracy were determined by spiking the sample with a known quantity of the standard. The mean recovery
was calculated on one assay for each standard. Good accuracy was observed with satisfactory recovery in the range of 98.00 —
102.30% (Table 2). Measurement of intra- and inter-day variability was used to determine the precision of the newly devel-
oped method. The intra-day variation (repeatability) was determined by analyzing in triplicate the mixed standard solution
three times within 1 day. While, for the inter-day variability test (intermediate precision), the solution was examined in
triplicate on 3 separate days. The percentage relative standard deviation (% RSD) was taken as a measure of precision. The
results for the precision showed low values (less than 5.0%) for intra and inter-day % RSD as shown in Table 3.

3.1.2. Calibration curves, linearity and detection and quantification limits

The calibration curves were found to be linear over the range of 2.5 — 200 pg/mL for CGA and 2.5 — 100 pg/mL for CFA. The
ranges and correlation coefficients are given in Table 4. All calibration curves showed good linear regression in the range of r?
=0.999974 — 0.999990. The DL and QL values for CGA were found to be 0.3460 and 1.05pg/mL, and for CFA were 0.0732
and 0.22ug/mL, respectively (Table 4). In order to observe the presence of interference, extraction solution curves were used to
determine the amount of samples (8d20, 6d50 and 8d80) where linearity was found. The regression equations and the correla-
tion coefficients of the extraction solutions are shown in Table 5. Excellent linearity was obtained for both phenolic acids in
the extraction solution 8d20 and CFA in 6d50, demonstrated by the correlation coefficients of the curves. However, in the case
of 6d50 and 8d80, there was linearity deviation for the CGA curves with correlation coefficients of 0.9642 and 0.9229,
respectively (Table 5). On the other hand, for ES concentrations higher than 30% (6d50) and 22% (8d80), the correlation
coefficients were, respectively, 0.9917 and 0.9919 for CGA as shown in Table 6. In the case of CFA in 8d80 we could not
determine linearity. The reason for this result might be a combination of a low concentration of caffeic acid and a high
percentage of EtOH, changing the polarity of the sample.

3.2. Statistical analysis for stability study

Initially, CGA was chosen as the chemical marker because phenolic acid has been reported as the major compound in aqueous
and/or butanolic extracts of Cecropia species [6, 25, 26, 27, 28, 29]. However, in this study, mixtures of ethanol and water
were chosen as nontoxic and environmentally friendly solvents, which have been shown to be effective in the extraction of
polyphenolic compounds. Since the type and magnitude of the extraction variables can affect analyte recovery, a suitable
design (22 full factorial) design was used. The experimental parameters analyzed initially were ethanol concentration and time.
Surprisingly, in the 20% ethanolic extracts we observed a considerable amount of some other compound that was not detected
in the extracts with higher ethanolic concentrations. Later, we identified it from the DAD spectrum as being caffeic acid (Fig.
2), and confirmed this finding through it having the same retention time as the CFA standard solution. In addition, when
comparing CGA concentrations at 4d20 and 8d20 ES, a significant reduction in its yield from 4 to 8 days was observed. This
effect might be related to a chemical and/or enzymatic and microbiological degradation, considering that chlorogenic acid is an
ester of caffeic acid and quinic acid [30]. However, there are no reports of the degradation of CGA during the extraction
process. In order to investigate this possible degradation, the influence of temperature and the presence of a preservative on
CGA content in the extraction solutions were evaluated. For this, these two variables, each with two levels, were introduced
into the experimental design.

The experimental design allows the maximum amount of information to be obtained from the data collected in the smallest
number of experimental runs. The basic idea is to change all relevant factors simultaneously over a set of planned experiments
and then connect and interpret the results using mathematical models [31]. To provide a statistical verification of the response
curvatures, two center points were added to each design. Also, each experiment was repeated twice. This type of design was
used to provide additional degrees of freedom and to measure the experimental error [31]. The CGA and CFA content of the
18 runs of each experimental design are presented in Table 7. The experiments resulted in concentrations of CGA ranging from
62.76 to 173.59 pg/g and of CFA from 4.90 to 46.21 pg/g.

3.2.1. Influence of Extraction Temperature



Anexos / Apéndices - 166

The model chosen to analyze the factorial design was one with two-factor interactions (2FI), for both responses. In the case of
CFA, due to the considerable variation between the contents of the ES, a square-root transformation was required. The
adequacy of the model was verified by an F-test and the determination coefficient R% The analysis of variance for the extrac-
tion temperature showed that this regression model was highly significant (p < 0.0001) for CGA and CFA responses (Table 8),
with values of 30.96 and 601.35, respectively. The R? values of 0.94 (CGA) and 0.997 (CFA) are in reasonable agreement with
the adjusted values Adj R? > 0.91 (CGA) and Adj R? > 0.99 (CFA). The lack-of-fit for two responses was not significant (p >
0.05) (Table 8), which implies adequacy of the model. Curvature was statistically significant for both CGA and CFA, suggest-
ing that three-dimensional plots for these responses are more curvilinear than linear in the design space.

Our results provide strong evidence of interaction between factors AB and AC for both CGA and CFA extraction yields (Table
8). This implies that, for a short extraction time (4 days) an increase in both the EtOH % and the temperature leads to an
increase in the CGA extraction yield (Figs. 3a and 3b), while with a long extraction time (8 days) with low EtOH % the CGA
extraction yield drops regardless of the temperature.

On the other hand, we observed an increase in the CFA content with lower EtOH % and at 8 days (Fig. 3c). Under these
conditions, a higher CFA extraction is obtained at 25°C (Fig. 3d).

3.2.2. Influence of Extraction Preservative

In the same way as for the temperature design, the model chosen to analyze the factorial design had two-factor interactions
(2F1) for both responses. For CFA, also with a considerable variation in content, a transformation (Base 10 log) was required.
The ANOVA for the extraction preservative design indicates that the models for CGA and CFA responses are significant (p <
0.0001) (Table 8), with Model F-values of 74.79 and 636.56, respectively. The values of R? > 0.95 (CGA) and R? > 0.996
(CFA) were in reasonable agreement with Adj R? > 0.93 (CGA) and Adj R? > 0.99 (CFA). The lack-of-fit for two responses
was not statistically significant (p > 0.05), as observed in Table 8. Curvature was statistically significant for both CGA and
CFA.

The interaction between the factors A (EtOH %) and B (extraction time) are significant in terms of the CGA responses. The
behavior for CGA content for the AB interaction was the same as that in the previous temperature design. With an increase in
the EtOH % there was an increase in CGA concentration (fig. 4a). On the other hand with 20% ethanol after 8 days we
observed a decrease in the CGA content (Fig. 4a) as previously discussed. The C factor is not significant (Table 8), indicating
that the presence of a preservative does not modify the CGA concentration when compared to the ES without preservative
(Figs. 4a and 4b). This suggests that the decrease in CGA content in 8d20 when compared to 4d20 is not due to microbiologi-
cal degradation during the extraction period. For CFA content, the influence of both interactions AB and AC was observed.
Decreasing the EtOH % and increasing the extraction time, leads to an increase in the CFA concentration (Fig. 4c). For the AC
interaction a higher CFA extraction takes place at 20% EtOH in the absence of the preservative (Fig. 4c and 4d).

3.3. Optimization of extraction conditions
The final equations in terms of coded factors for CGA and CFA contents in the two experimental designs are:

Temperature CGA = 122.69 + 28.93 A-8.69B-0.75C + 869 AB+6.37AC  (2)
Temperature Sqrt(CFA) =4.00 - 1.64 A+ 0.26 B+ 0.32C-0.23 AB-0.28 AC (3)
Preservative CGA = 119.97 + 33.14 A - 7.53 B + 10.08 AB 4
Preservative L0g;o(CFA) = 1.14 - 0.39 A + 0.044 B - 0.032 C - 0.02 AB + 0.026 AC (5)

These equations allow us to establish excellent conditions of extraction for each one of the acids, or both. The mathematically
obtained conditions of extraction were applied and showed agreement with the theoretical data.

At this point the desired result must be clearly defined. Are we interested in obtaining an ES with a higher concentration of
CGA or of CFA? Alternatively, should both be maximized?

The optimization of the extraction conditions for the contents of CGA and CFA were determined as follows: on analyzing
Table 9 it can be noted that it would be impossible to obtain a maximum concentration of both phenolics in the same extract,
even if we give more importance to one than the other. If both are maximized having the same importance, the desirability is
0.541, but if CFA becomes the more important compound, even if both are maximized, we have an increased desirability of
0.696.

It is important to remember that the design space limits were the only ones used. In this way the extract that permits maximiza-
tion of only one phenolic acid has greater desirability but is also prepared under very different conditions. To obtain the
maximum of CGA, it will be necessary to use 80% ethanol for 4 days, with a desirability of 0.853. To obtain a maximum
concentration of CFA it will be necessary to use 20% ethanol for 8 days, with a desirability of 0.984 (table 9).

Table 10 shows predicted and experimental results for CGA and CFA for both conditions described above. We observed an
excellent reproducibility of the results ranging between 0.18 and 5.88%, suggesting good predictability of the established
model.

4. CONCLUSIONS

The extraction and HPLC-DAD methods described herein were applied to the determination of two phenolic acids extracted
from Cecropia glaziovii. An important result was the detection of CFA, considering that this compound has not yet been
reported for this species. The validated method is simple, selective, accurate, precise, specific and has the ability to separate
and quantify CGA and CFA from C. glaziovii hydroethanolic extraction solutions. These results are of great interest since
these phenolic acids show a broad spectrum of pharmacological activities and are widely distributed in nature. Therefore, the
developed method can give rational support to evaluating the extraction procedures of this and other medicinal plants, and
could also be used as a marker in studies for establishing dose-response relationships.
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A statistical regression model allowed the determination of an optimized set of extraction conditions, in the design space
studied, in order to obtain a high quantity of CGA or CFA. The statistical model was experimentally validated, with the
variation observed between predicted and measured properties being below 6%.

In conclusion, it was verified that it is possible to obtain ES with high concentrations of CGA or CFA using specific extraction
conditions. Thus, it is necessary to clarify the intended use of the extracts obtained and the desired activity. In this regard, other
simultaneous biological and analytical assays are necessary in order to obtain better results.
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Table 1. Statistical experimental design for extraction temperature and preservative system

Temperature
. Low level Central level High level
Factor Units
(@) ) 1)
EtOH (A) % (VIv) 20 50 80
Time (B) (t) days 4 6 8
Temperature (C) (T)°C 40+1.0 _ 25.0+2.0
Preservative
. Low level Central level High level
Factor Units
(@) (0) (+1)
EtOH (A) % (VIv) 20 50 80
Time (B) (t) days 4 6 8

Preservative (C) absence presence
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Table 2. Accuracy data for phenolic compounds

Extracts® Compound Extract Concentration Recovery?
(Hg/mL) Mean (%) RSD (%)
8d20 Chlorogenic Acid (25 pg/mL) 65.9 100.6 0.4
Caffeic Acid (25 pg/mL) 41.7 100.8 0.5
6d50 Chlorogenic Acid (25 pg/mL) 155.9 98.0 0.2
Caffeic Acid (25 pg/mL) 9.4 101.9 0.5
8d80 Chlorogenic Acid (25 pg/mL) 138.7 100.1 0.5
Caffeic Acid (25 pg/mL) 5.3 102.3 0.1

2 8d20 = extraction for 8 days with 20% ethanol; 6d50 = 6 days with 50% ethanol; 8d80 = 8 days with 80% ethanol
® Recovery was determined by injection of spiked samples, in triplicate, with standard solutions

Table 3. Repeatability and intermediate precision data for phenolic standards

Repeatability * Intermediate precision *
Compound Concentration RSD Concentration RSD
(ug/mL) (%) (ng/mL) (%)
2.5 0.2
Chlorogenic Acid 50 04 50.0 0.6
200 0.2
2.5 0.4
Caffeic Acid 25 0.3 25.0 0.7
100 0.2
2 Limits: RSD < 5%
Table 4. Calibration data of phenolic standards
Compound Linearity Range (pg/mL) Calibration equation® Correlation coefficient (r?) QL® (ug/mL) DL (ug/mL)
Chlorogenic Acid 2.5-200 y = 54291x - 16595 0.999990 1.05 0.3460
Caffeic Acid 2.5-100 y = 91599x - 6746,9 0.999974 0.22 0.0732

2 Chlorogenic Acid and Caffeic Acid (n = 3)
® QL: quantification limit; DL: detection limit
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Table 5. Linearity of extraction solutions

ES Range (%) Regression equation Correlation coefficient
CGA CFA CGA CFA CGA CFA
8d20 5-100 11-100 y = 463264x + 3435.5 y = 513506x + 1591.4 0.9987 0.9996
6d50 2.5-100 30 - 100 y = 581907x + 575133 y = 82114x + 7757.6 0.9642 0.9992
8d80 1.75-100 NP? y =509377x + 574127 NP? 0.9229 NP?

2 NP: not possible to determine

Table 6. Linearity of extraction solutions with higher lowest concentration

ES Range (%) Regression equation Correlation coefficient
CGA CGA CGA
6d50 30 - 100 y = 450489x + 1406787.3 0.9917

8d80 22 -100 y = 345590x + 1427156.3 0.9919
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Table 7. CGA and CFA content in Cecropia glaziovii extraction solutions using two full factorial designs

i ionea
STD EtOH (%) t (days) Stability conditions CGA (ug/g) CFA (ug/g)
T1 20 4 4 112.24 21.38
T2 20 4 4 116.12 18.95
T3 80 4 4 152.89 5.60
T4 80 4 4 139.65 4.94
T5 20 8 4 84.81 31.32
T6 20 8 4 90.32 30.95
T7 80 8 4 145.86 5.45
T8 80 8 4 145.56 5.59
T9 20 4 25 97.01 32.65
T10 20 4 25 119.15 34.64
T11 80 4 25 173.59 6.17
T12 80 4 25 140.35 4.90
T13 20 8 25 62.76 46.21
T14 20 8 25 67.62 42.79
T15 80 8 25 155.19 5.90
T16 80 8 25 159.86 6.12
T17 50 6 4 160.75 7.85
T18 50 6 25 165.09 10.07
MP1 20 4 absence 119.15 34.64
MP2 20 4 absence 97.01 32.65
MP3 80 4 absence 173.59 6.17
MP4 80 4 absence 139.86 4.90
MP5 20 8 absence 62.76 46.21
MP6 20 8 absence 67.62 42.79
MP7 80 8 absence 155.19 5.90
MP8 80 8 absence 159.86 6.12
MP9 20 4 presence 100.18 25.82
MP10 20 4 presence 101.45 24.81
MP11 80 4 presence 140.15 4.92
MP12 80 4 presence 148.64 5.53
MP13 20 8 presence 72.04 34.53
MP14 20 8 presence 74.45 34.49
MP15 80 8 presence 155.14 6.02
MP16 80 8 presence 152.43 5.93
MP17 50 6 absence 165.09 10.07
MP18 50 6 presence 166.51 10.34

2T1 - T18: Temperature (°C); MP1 - MP18: Preservative
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p - Value

Source Temperature Preservative

CGA CFA CGA CFA
Model <0.0001 < 0.0001 <0.0001 <0.0001
A <0.0001 < 0.0001 <0.0001 <0.0001
B 0.0071 < 0.0001 0.0072 <0.0001
C 0.7782 <0.0001 - 0.0009
AB 0.0071 <0.0001 0.0009 0.0176
AC 0.0330 < 0.0001 --- 0.0038
Curvature 0.0014 < 0.0001 <0.0001 0.0002
Lack of Fit 0.5863 0.4923 0.7574 0.8580
R? 0.9393 0.9967 0.9452 0.9969
Adj R? 0.9090 0.9950 0.9326 0.9953
Pred R? N/A N/A 0.9025 N/A
Adeq Precision 13.939 52.884 19.359 50.012

Table 9. Process optimization
Goal Importance Solution
EtOH Time Storage CGA CFA Desirability
(%) (days) Q) (1g/g) (1g/g)

CGA maximize 3 111.15
CFA maximize 3 8 4 5 27.99 0541
CGA maximize 1 90.53
CFA maximize 5 20 6 % 37.52 0.696
CGA maximize 3 157.25
CFA within range 3 80 4 % 5.58 0853
CGA within range 3 69.26
CFA maximize 3 2 8 5 45.22 0.984

Table 10. Extraction process optimization and statistical model validation

Maximum CFA (ug/mL)

Predicted properties

Experimental properties

Deviation (%)

CGA (pg/g) within range 69.26 65.19 5.88
CFA (ug/g) maximum 45.22 44.50 1.18
Maximum CGA (pg/mL)

CGA (pg/g) maximum 157.25 156.97 0.18
CFA (pg/g) within range 5.58 5.54 0.72
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Figure 1. Typical UV chromatogram of Cecropia glaziovii Sneth extraction solution. Recorded at 330 nm

[N TS

Figure 2. (a) DAD chromatogram of Cecropia gI;zio:/ii S-netﬁ exErac;ion-solJtion. (b) DAD spectrum and chemical structure of
Chlorogenic acid (CGA). (c) DAD spectrum and chemical structure of Caffeic acid (CFA).
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Figure 3. Influence of extraction Temperature. (a) 4°C influence in CGA extraction. (b) 25°C influence in CGA extraction. (c)
4°C influence in CFA extraction. (d) 25°C influence in CFA extraction.
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Figure 4. Influence of extraction Preservative. (a) Absence of preservative influence in CGA extraction. (b) Presence of
preservative influence in CGA extraction. (c) Absence of preservative influence in CFA extraction. (d) Presence of preserva-
tive in CFA extraction.
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