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RESUMO

E notavel a crescente demanda comercial pelos extratos das folhas de “Cha
de Bugre” (Cordia ecalyculata Vell.) principalmente para a sua aplicacdo como
supressor de apetite e agente cicatrizante. Trata-se de uma planta de origem sul
americana sendo no Brasil muito comum nos estados de Minas Gerais, Bahia,
Goias, Paran4 e Santa Catarina. E uma planta da familia boraginaceae utilizada na
fitoterapia brasileira como diurético, febrifugo, estimulante circulatério e também
como inibidora do apetite, embora poucos relatos cientificos comprovem tais
atividades. Uma ampla revisao bibliografica foi realizada e até o momento verificou-
se que sao poucos os estudos referentes aos constituintes quimicos presentes na
espécie, destacando-se alcaldides como a cafeina, a alantoina e &cido alantéico;
glicosideos como a consolidina; taninos e pigmentos, além de compostos
inorganicos como o potéassio.

Orgaos regulatérios nacionais e internacionais responsaveis pela avaliagéo
dos parametros de qualidade dos extratos comercializados tem sido cada vez mais
incisivos quanto a padronizacao focando em marcadores especificos, metodologias
analiticas validadas para a determinacdo de tais marcadores, estudos de
estabilidade e também comprovagdes cientificas que atestem as atividades
biolégicas esperadas.

De acordo com os objetivos propostos, realizou-se inicialmente uma ampla
revisdo bibliografica focando aspectos botanicos, quimicos e farmacolégicos da
espécie. Posteriormente, realizou-se o desenvolvimento e também a validagéo de
uma metodologia analitica cromatografica capaz de determinar a alantoina nas
folhas e também nos extratos obtidos de cha de bugre. Por fim, foi realizada a
avaliacdo farmacolbgica da espécie, focando em ensaios do tipo antihemorragico,
antifungico, antioxidante e citotoxico para células normais e tumorais. Os ensaios
biol6gicos realizados mostraram que a particdo acetato de etila do extrato
hidroetandlico das folhas apresentou uma porcentagem de inibicdo hemorragica em
torno de 75%. As avaliagbes de atividade antifungica e antioxidante néo
apresentaram resultados significativos e também nao foi observada citotoxicidade
tanto para células normais como para células tumorais.

Palavras-chave: Cordia ecalyculata, alantoina, atividade antihemorragica, atividade antifingica,
atividade antioxidante e citotoxicidade.



ABSTRACT

The increasing demand for commercial extracts of "Cha de Bugre” (Cordia
ecalyculata Vell.) is remarkable, especially for its use as appetite suppressant and
wound healing agent. The specie is a plant originated from South America and widely
spread in Brazil, in the states of Minas Gerais, Bahia, Goids, Parana and Santa
Catarina. It is a plant of the family boraginaceae, used in the Brazilian phytotherapy
as diuretic, antipyretic, circulatory stimulant and appetite suppressant, but few
scientific reports corroborate such activities. An extensive literature review has been
carried out and so far it appears that there are few studies regarding the chemical
constituents present in this species like alkaloids such as caffeine, allantoin and
allantoic acid, glycosides as consolidine, in addition to tannins, pigments, and
inorganic compounds such as potassium.

National and international regulatory departments responsible for assessment
of parameters related to the quality of the extracts have been increasingly incisive
focusing on the standardization of specific markers, validation of analytical methods
for the determination of such markers, stability studies and also scientific evidence
that demonstrates the expected biological activities.

According to the proposed objectives, a deep literature review has been
initially carried out focusing on botanical, chemical and pharmacological aspects of C.
ecalyculata. Subsequently, a chromatographic analytical methodology capable of
determining allantoin in the leaves and also in extracts of “cha de bugre” has been
developed and validated. Finally, we performed a pharmacological evaluation of the
species, focusing on the antihemorrhagic, antifungal, antioxidant and cytotoxic
activities to both normal and tumor cells. Biological assays evidenced that the ethyl
acetate phase of aqueous ethanol extract of leaves showed hemorrhage inhibition
around 75%. The antifungal and antioxidant activity were not significant, and
cytotoxicity was not observed for both normal and tumor cells.

Key words: Cordia ecalyculata, allantoin, anti hemorrhage activity, antifungal activity, antioxidant

activity and citotoxicity.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A busca do homem pela cura de seus males com a utilizagdo de plantas é tao
antiga quanto ele préprio e, considerando esta antiguidade, ndo ha mais espacgo
para duavidas sobre a efetiva atuagdo farmacoldgica das substancias de origem
vegetal. O uso terapéutico de plantas acompanha a humanidade pelo menos desde
0 periodo tribal, ou seja, antes mesmo da constituicdo de cidades — o evento que
marcou o inicio do que se pode chamar hoje de civilizacdo. A nocédo arquetipica de
que o homem era mais um componente da totalidade da criacdo sobre o planeta
guiou a humanidade em sua busca pela cura, levando-o até seres igualmente
criados — as plantas, com uma certeza ancestral de que o Principio Criador proveria,
através de sua prépria criacao, as solugdes para os problemas humanos (SILVA,
2004).

Assim como no passado, o homem continua buscando a cura de suas
doencas nas fontes de origem natural. E notavel a crescente evolugdo dos
fitoterapicos ou mesmo o desenvolvimento de novos farmacos sintéticos que utilizam
como protétipo moléculas isoladas a partir de um dado produto natural. Esta
demanda faz com que a preocupacdo com a qualidade das matérias primas
utiizadas em sua fabricacdo seja cada vez mais rigorosa, exigindo o
estabelecimento de parametros que possam assegurar a identidade e também a
autenticidade de uma dada matéria prima utilizada no processo de fabricacdo
(SIMOES, 2001).

Os parametros relacionados ao controle de qualidade para matérias primas
de uso farmacéutico sdo, muitas vezes, estabelecidos nas Farmacopéias e
Compéndios Oficiais. No caso das matérias-primas vegetais oriundas de plantas
classicas, ou seja, ja estudadas quimica e farmacologicamente, existem monografias
especificas que definem critérios de identidade, autenticidade, pureza e teor dos
constituintes quimicos ativos (FARIAS, 2001).

Contudo, uma das vertentes da pesquisa cientifica com produtos naturais esta
na prospecg¢ao de novas espécies, buscando moléculas e atividades bioldgicas que

possam servir de base para o desenvolvimento de novos farmacos. Ao contrario



Capitulo 1 - Introducéo 14

daquelas que chamamos de classicas, as novas espécies apresentam uma
escassez muito grande de dados que possam servir de base para a caracterizagao
dos parametros de qualidade desta matéria prima. Pensando nisso, a Organizagao
Mundial da Saude (OMS), em seu documento WHO/Pharm/92.559, aponta um
roteiro basico para que se possa analisar a qualidade de plantas medicinais
abrangendo topicos que vao desde a classificacdo e identificacdo da espécie
botanica, determinacao de principios ativos (quando conhecidos) até as possiveis e
provaveis contaminacoes radioativas provenientes dos processos de esterilizacdo do
produto ou de suas contaminagdes ambientais. Os controles fisico-quimicos e
microbiolégicos sdo apontados no documento da OMS como relevantes e
imprescindiveis (GARCIA, 2009).

Ainda pensando no desenvolvimento de um novo farmaco, € imprescindivel
que estejam associados 0s estudos quimicos com as avaliagbes de atividade
biolégica no material em estudo. A selecdo de espécies vegetais baseada na
alegacao tradicional de um efeito terapéutico pode constituir um valioso atalho para
a descoberta de novos farmacos, podendo ser encarada como uma pré-triagem
quanto a utilidade terapéutica em humanos (ELISABETSKY, 2003). As informacgdes
sobre 0o modo tradicional de preparacdo, quando analisados sob 0 ponto de vista
quimico, podem contribuir fortemente tanto para o estabelecimento de hipbteses a
respeito da identidade dos compostos ativos principais como para introduzir
correcdes nas hipéteses iniciais (NUNES, 1996).

Considerando-se as proposicdes acima citadas, propde-se como objetivos
para o presente trabalho a determinagdo de um marcador quimico e também a
metodologia analitica para a sua determinagéo tanto na matéria prima (folhas), como
nos extratos provenientes de Cordia ecalyculata Vell., fornecendo assim,
ferramentas que sejam confiaveis e que auxiliem no controle de qualidade destes
materiais. Com a finalidade de fornecer informagdes cientificas que suportem os
relatos etnofarmacoldgicos ja descritos para a planta, busca-se também avaliar
algumas atividades biolégicas que estejam direta ou indiretamente ligadas aos
relatos populares existentes, tais como as atividades cicatrizante, antiinflamatdria,

antihemorragica e antioxidante.



CAPITULO 2

OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho tem como objetivo conhecer melhor a espécie Cordia
ecalyculata Vell., estudando alguns dos seus aspectos quimicos e farmacolégicos.

Pretende-se oferecer uma contribuicdo ao controle de qualidade de drogas
vegetais e extratos auxiliando na sua identificacao e posterior padronizacao.

Com os estudos farmacolégicos realizados, busca-se fornecer informacoes de
carater cientifico mais concretas e que venham fortalecer as informacgdes

etnofarmacoldgicas ja descritas para a espécie.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)  Realizar um levantamento bibliografico a respeito da espécie
procurando ressaltar os aspectos botanicos, quimicos e farmacol6gicos.

2) Desenvolver e validar uma metodologia analitica cromatografica
para a quantificacdo de alantoina no extrato bruto hidroalcodlico e também nas
particdes de C. ecalyculata Vell.

3) Avaliar as atividades antihemorragica, antifungica, citotoxica e

antioxidante do extrato bruto e das particées de C. ecalyculata Vell.



Capitulo 3 — Revisdo Bibliogréfica 16

CAPITULO 3

REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 — Aspectos Botadnicos de Cordia ecalyculata Vell.

A espécie em questao é uma planta de origem sul americana pertencente a
familia boraginaceae podendo ser encontrada em algumas areas das florestas
tropicais argentina e paraguaia. No Brasil, € muito comum desde o nordeste até o sul
do pais, principalmente na floresta semidecidua (LORENZI, 2002).

Sua nomenclatura cientifica apresenta alguns sinbnimos como, por exemplo:
Cordia digynia Vell., Cordia salicifolia Cham., Cordia glaziovii Taub., Cordia
coffeoides Warm. Popularmente é conhecida como café-de-bugre, café-do-mato,
cafezinho, cha-de-bugre, cha-de-frade, claraiba, louro-mole, louro-salgueiro e

porangaba (LORENZI, 2002).

3.1.1 — Aspectos Macroscopicos

Quando adulta, possui porte arbéreo, podendo atingir até 20 m de altura por
até 20 cm de diametro na base do tronco (figura 1). Este é aproximadamente reto,
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diminuindo o didmetro, gradativamente, e aparecendo as ramificacdes nos
exemplares mais desenvolvidos a altura de 2,5-3 m do solo (SAITO, 1984).

As folhas sao lanceoladas ou ablongo lanceoladas e de &pice acuminado,
raras vezes agudo e de base cuneata (figura 2). A margem apresenta-se lisa. As
folhas possuem nervagdo peninérvea sendo a nervura mediana bem evidente,
saliente na face dorsal e na face ventral. As nervuras secundarias emergem da
nervura principal num angulo de aproximadamente 60° e sdo pouco evidentes. O
peciolo mede de 1 a 2cm de comprimento, possui secgdo plano-convexa ou
ligeiramente concavo-convexa (SAITO, 1984).

Figure 2. Ramos contendo as folhas e flores de C. ecalyculata Vell.

3.1.2 — Aspectos Microscopicos

A seccao transversal da folha ao nivel do terco médio inferior mostra mesofilo
do tipo heterogéneo e assimétrico. A epiderme superior é constituida por uma fileira
de células de contorno arredondado e um tanto alongado no sentido periclinal
recoberta por uma cuticula espessa e a epiderme inferior é representada por células
irregulares na forma e no tamanho, recobertas por uma cuticula menos espessa que
a superior. O parénquima paligadico € formado por uma fileira de células cilindricas
dispostas uma ao lado das outras e que ocupam aproximadamente um terco da
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espessura do limbo. Intercalados entre as células do parénquima palicadico e
relacionados com a epiderme superior pode ser observada a presencga de cistolitos
(figura 3). O parénquima lacunoso possui de 6 a 8 fileiras de células de contorno
arredondado, algumas emitindo bracgos, incluindo idioblastos com areia cristalina. A
epiderme superior visto em seccdo paradérmica é constituida de células com
paredes sinuosas espessadas. Podem ser ainda observados por transparéncia os
pontos de insercao dos cistélitos. A epiderme inferior vista em secgédo paradérmica,
€ representada por células de contorno sinuoso e inclui estbmatos do tipo anisocitico
(figura 4). Os feixes vasculares que sao do tipo colateral possuem uma calota fibrosa
protegendo o floema. Acham-se dispostos em circulo, delimitando internamente uma
regido medular (SAITO, 1984).

Cistoélito

Figure 3. Corte transversal da folha de Cordia ecalyculata Vell.
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Figure 4. Corte paradérmico abaxial da folha de C. ecalyculata Vell.

3.2 — Aspectos Quimicos de Cordia ecalyculata Vell.

Apesar da popularidade atribuida ao Cha de Bugre na medicina popular
brasileira, poucos estudos encontram-se na literatura a respeito da composigao
quimica desta planta. De fato, os Unicos relatos encontrados sao referentes a
presenca de cafeina, sais de potassio, alantoina, acido alantéico (que séao
particularmente abundantes nos frutos), hidréxi-ésteres alifaticos, tritriacontano, além
de flavonoides, saponinas, taninos e mucilagens (SAITO, 1986).

O extrato diclorometanico das folhas de C. salicifolia foi estudado e, apos
purificacdo em colunas de silica forneceu como constituintes principais o (+)-
espatulenol (Figura 5) com teores ao redor de 0,53% e também do B-sitosterol
(Figura 5) em concentragdes de aproximadamente 0,24% (MENGHINI et al., 2008).
A substancia (1) ja tinha sido previamente descrita como sendo um componente
presente no 6leo essencial das partes aéreas de outras plantas do género Cordia,
como por exemplo, Cordia leucomalloides Taroda, Cordia curassavica (Jacq.) Roen.
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& Schult (SANTOS, 2006), e Cordia verbenaceae D. C. (DE CARVALHO, 2004).
Apesar disso, altas concentragdes deste componente somente foram observadas em
C. salicifolia (MENGHINI et al., 2008).

1 2

Figure 5. Estruturas quimicas das substancias espatulenol (1) e B-sitosterol (2).

Outros componentes também foram identificados como, por exemplo,
hidrocarbonetos de cadeia longa (10 a 30 atomos de carbono), alcodis alifaticos de
cadeia longa (12 a 28 atomos de carbono) e finalmente, acidos graxos, como por
exemplo, &cido palmitico (27,2%), acido miristico (8,4%), acido estearico (31,2%),
acido oléico (15,7%) e acido linoléico (17,5%) (MENGHINI et al., 2008).

ARREBOLA et al. (2004), avaliaram a composicao lipidica das sementes de
espécies maduras de Cordia encontradas no Brasil. As porcentagens de lipideos
totais, determinadas pelo método gravimétrico, estdo apresentadas na tabela 1, e
variaram de 2,58% para Cordia ecalyculata até 6,28% para Cordia myxa.

Tabela 1. Contetdos de lipideos totais das amostras analisadas das sementes de algumas espécies
de Cordia L., obtidos por gravimetria.

Amostras % de Amostra Umida
Cordia ecalyculata® 4,28
Cordia ecalyculata® 2,58
Cordia myxa 6,28
Cordia sellowiana 5,84

@ Amostra de Rio Claro; ® Amostra de Guarulhos

Os valores acham-se préoximos daqueles relatados por KLEIMAN et al. (1964)
para as sementes de Cordia obliqua Wild. (4,0%) e por MILLER et al. (1967) para as
sementes de Cordia verbenacea DC. (=Cordia curassavica (Jacq.) Roem. & Schult.)
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(2,4%). As sementes da espécie Cordia ecalyculata (=Cordia salicifolia Cham.),
analisadas por MILLER et al. (1967) apresentaram o teor médio de lipideos totais de
6,7% de amostra. Em contrapartida, valores superiores de lipideos totais foram
relatados por outros autores para outras espécies de Cordia L. DAULATABAD et al.
(1992) relataram 18,0% para a espécie Cordia rothii Roem.& Schult., enquanto a
média de lipideos relatada por MAYWORM et al. (1998) para as sementes de Cordia
glabrata A. DC., da regiao semi-arida do nordeste brasileiro, foi de 19,6%.

Algumas plantas da familia Boraginaceae sao conhecidas pelos altos teores
de lipideos. Merece destaque os valores relatados para as espécies Myosotis
discolor Pers. (34,1 %) e Myosotis sylvatico Hoffm. (31,8 %) (VELASCO; GOFFMAN,
1999). GUIL-GUERRERO et al. (2001), analisaram 20 espécies da familia
Boraginaceae coletadas na Espanha, e relataram teores de lipideos de 6,63 %
(Echium humile ) a 30,97 % (Borago officinalis). Os autores citados acima nao
analisaram nenhuma espécie do género Cordia.

Na Tabela 2 estdo apresentados os conteludos das fragbes de lipideos
neutros (LN), glicolipideos (GL) e fosfolipideos (FL) das espécies de sementes do
género Cordia. Os LN sdo a classe majoritaria, contribuindo com 86,41 a 92,91%
dos lipideos totais, seguida dos FL com 6,05 a 8,87% e dos GL com 1,04 a 4,72%.
SENANAYAKE e SHAHIDI (2000) encontraram teores médios de 84,1% de LN,
8,6% de FL e 7,3% de GL, apés 10 dias da germinagao das sementes de borragem
(Borago officinalis L.), também pertencente a familia Boraginaceae. A ocorréncia de
glicolipideos nao foi registrada por HAMROUNI et al. (2002) para esta mesma
espécie.

Tabela 2. Conteudo das fragdes de lipideos das amostras analisadas das sementes de algumas
espécies de Cordia.

Conteudo das fragcoes de lipideos (%)
Amostras
LN GL PL
Cordia ecalyculata® 88,64 3,23 8,13
Cordia ecalyculata® 92,91 1,04 6,05
Cordia myxa 87,79 4,24 7,97
Cordia sellowiana 86,41 4,72 8,87

@ Amostra de Rio Claro; ® Amostra de Guarulhos
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3.2.1 — Alantoina

Em 1799, a alantoina (figura 6) foi isolada pela primeira vez a partir do liquido
amniético de ruminantes (BRUNEL, CAPELLE, 1947).

E uma substancia que pertence a classe dos ureidos e que comumente é
encontrada em boraginaceas. Trata-se de um pd branco, cristalino, também
chamado de 5-ureidohidantoina, glioxildiureido ou cordianina. Possui ponto de fusao
em 238°C. Um grama dissolve-se em 190 mL de agua e em 500 mL de etanol,
sendo mais soluvel nestes solventes a quente. O pH da solugado saturada € 5,5
(MOFFAT et al., 1978; BERINGER, 1995; BUDAUARI, 1996).
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Figure 6. Estrutura quimica da alantoina

A alantoina é o produto final do metabolismo de purinas em varios animais,
como repteis, aves e em alguns mamiferos. O homem, porém, nido excreta
alantoina, devido a falta da enzima uricase no organismo (CHEN, 1996), muito
embora, encontrem-se tragos desta substadncia no sangue humano, devido a
oxidagao do &cido urico, ja que este é um importante antioxidante e neutralizador de
radicais livres para os humanos (MEADOWS, SMITH, 1986).

Nas plantas, os ureidos (como a alantoina e o acido alant6ico) sao produtos
de degradacdo das bases puricas, desempenhando papel importante no
armazenamento e transporte do nitrogénio, sendo a alantoina bastante comum no
reino vegetal (BRUNEL, CAPELLE, 1947).

Seu uso foi noticiado na época da Primeira Guerra Mundial, quando se notou
que as feridas infestadas por larvas pareciam curar-se melhor do que as nao
infestadas, devido a alantoina produzida por estas larvas (BERINGER, 1995). A
partir de entdo, a alantoina passou a ser largamente empregada pelos cirurgides
para acelerar a proliferagdo celular em ferimentos com recuperagédo lenta,

especialmente a osteomielite (SAITO, 1984).
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Desde a década de 50, a alantoina é reconhecida e aceita pelas areas
médicas e correlatas, por seu efeito anti-irritante, queratolitico e cicatrizante
(LUBOWE et al., 1959).

Industrialmente, a alantoina pode ser sintetizada pela oxidacao do acido Urico
com permanganato de potéssio alcalino (BUDAUARI, 1996) ou pela reacao do acido
glioxilico com uréia (LUBOWE et al., 1959).

Trés enzimas, a uricase, a alantoinase e a alantoicase sao responsaveis pelo
metabolismo dos ureidos glioxilicos entre os vegetais. A formagédo da alantoina foi
esquematizada por BRUNEL e CAPELLE, em 1947 (figura 7).
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Figure 7. Esquema geral do metabolismo de ureidos glioxilicos em vegetais.

Seguindo 0 mesmo raciocinio, SUZUKI E WALLER (1984), estudando frutos
de Coffea arabica, propuseram um esquema para a via metabdlica da
biodegradacdo da cafeina com formacido de teobromina e teofilina e posterior
degradacao em xantina, seguindo entdo pela via mostrada na figura 6, até chegar
em uréia e acido glioxilico, passando pela alantoina.

Segundo MECCA (1971), a alantoina e seus derivados possuem efeito
suavizante, quando aplicados sobre a pele. Isso se deve ao fato de esta substancia

ligar-se a matriz da camada coérnea da pele, aumentando a capacidade de ligacao
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da queratina com a agua, facilitando a hidratacdo e amaciamento da pele. Por isso,
este composto é util no tratamento de calos e hiperqueratinizagédo da pele.

A porgcdo uréia da alantoina é a responsavel pelo efeito queratolitico e
suavizante da pele, enquanto que a parte hidantoina (relacionada ao &cido
barbiturico) € responsavel pelo efeito anestésico e anti-irritante. Age também
destoxificando e neutralizando os agentes irritantes, além de estimular os processos
de cura que envolvem os tecidos feridos (LUBOWE et al., 1959), e estimular o
crescimento de tecido saudavel auxiliando na retirada dos restos de tecido
necrosado (SHEKER et al., 1972).

Devido a todas essas propriedades, a alantoina € empregada no tratamento
de inumeras afeccdes da pele, como psoriase, dermatites diversas, seborréia, acne,
hemorrdidas e problemas de hiperqueratinizagcdo da pele. Tem sido usada com
sucesso em tratamento de osteomielite e em Ulceras de diabéticos (LUBOWE et al.,
1959; BERINGER, 1995).

A alantoina é usada em combinagcdo com grande numero de substancias
como os sais de aluminio, para aplicagcdes em queimaduras (SHEKER et al., 1972),
e também faz parte de diversos produtos, tanto farmacéuticos como cosméticos,
como por exemplo: logdes poés-barba, desodorantes, logbes adstringentes ou
embelezadoras, logdes hidratantes, xampus, laqué para cabelos, dentifricios, entre
outros (MECCA, 1971; BILLABERT et al., 1976; BERINGER, 1995).

SZNITOWSKA e JANICKI (1988) analisaram o efeito do veiculo na
penetracdo de alantoina na pele, e concluiram que o melhor resultado obtém-se
quando um creme do tipo dgua em éleo é usado.

O metabolismo da alantoina foi estudado por SCHAFFER e GREENBAUM
(1940) em ratos, que constataram que a ingestdo de uma grande quantidade da
substancia (250mg/kg de massa corpérea, diariamente) proporcionou perda de peso
nestes animais.

CONSTANTINESCU et al. (1967), trabalhando com extratos de Pulmonaria
mollissima e alantoina, concluiram que esta substancia possui propriedades
diuréticas, quando da sua administracdo intraperitonial em ratos, nos quais

constatou aumento da diurese.
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3.3 — Aspectos Farmacoldgicos de Cordia ecalyculata Vell.

Cha de Bugre é uma erva amplamente utilizada na etnomedicina tradicional
brasileira. Seus extratos sao comercializados como diurético, supressor de apetite, e

também como auxilio em programas para perda de peso (CRUZ, 1995).

3.3.1 — Atividade Anti Helicobacter pylori in vitro

MENGHINI et al. (2008), investigaram o efeito do constituinte majoritario do
extrato diclorometanico (apolar) das folhas de C. salicifolia ((+)-espatulenol) como
um inibidor do crescimento de Helicobacter pylori in vitro através do método da
diluicdo em agar seguindo as orientagdes fornecidas pelo CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute), usando metronidazol, amoxicilina, tetraciclina e
claritromicina como drogas de referéncia e seguindo a metodologia ja relatada na
literatura (EPIFANO, 2006). Os experimentos indicaram uma CIM de 200ug/mL,
indicando que o (+)-espatulenol se portou como sendo um fraco inibidor de

crescimento para o H. pylori.

3.3.2 — Atividade Hipolipidémica

CARDOZO et al. (2008) avaliaram a ag¢ao do extrato etandlico das folhas de
Cordia salicifolia no perfil lipidico de camundongos apés tratamento com uma dieta
hiperlipidémica, que resulta em um aumento significativo nos niveis séricos de
colesterol total (CT) e triglicerideos (TG). Os resultados mostraram que a utilizagao
do extrato em uma dose de 100mg/kg/dia por gavagem 1 vez ao dia durante 15 dias
promoveu uma diminui¢gdo significativa em ambos, de 24 e 50% respectivamente
para CT e TG. Resultados semelhantes foram obtidos por SIQUEIRA et al. (2006),
onde se observou uma diminuicdo dos niveis de TG em torno de 20%. Nesse
mesmo estudo, entretanto, ndo foram observadas variagdes nos niveis de CT. Os
resultados observados podem ser explicados em funcdo da menor dosagem
utilizada (20mg/kg/dia), bem como da menor duragdo do tratamento (13 dias) e
também pela forma como o material foi processado (folhas pulverizadas diluidas em

agua), sugerindo que os efeitos benéficos da planta possam ser decorrentes do uso
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mais prolongado da infusdo, da dose administrada e também da forma em que o
extrato foi preparado.
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Figure 8. Efeito do extrato de C. salicifolia nos niveis séricos de colesterol e triglicerideos.

Dentre os mecanismos de acdo propostos para tal atividade destaca-se a
inibicdo das enzimas hidroximetilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase (limitante
da sintese do colesterol) e da acil CoA colesterol-O-aciltransferase (esterifica o
colesterol livre utilizando acidos graxos e sendo entdo armazenado como goticulas
ou exportado para o plasma) (SILVA, et al., 2001; ROSENDO, et al., 2007;
BURSILL, C. A.; ABBEY, M.; ROACH, P. D., 2007; OLIVEIRA et al., 2002).

Outros estudos relacionam ainda a atividade hipocolesterolemiante de
determinadas plantas a atividade antioxidante dos seus constituintes, como
flavonéides e cafeina, através da diminuicdo da lipoperoxidacdo e aumento da
atividade das enzimas antioxidantes (STEIN et al., 2005). Em relacdo a Cordia
salicifolia, este estudo demonstrou a presenca de alcaldides totais, por exemplo a
cafeina, bem como de saponinas, corroborando o estudo desenvolvido por SAITO,
1986.

O efeito anti-obesidade, anorexigeno, diurético e anti-hiperlipémico de folhas
secas pulverizadas de C. salicifolia Cham. também foi investigado por SIQUEIRA, et
al., 2006. As folhas foram dissolvidas em agua e administradas (20 mg/kg/dia) por
gavagem durante 13 dias em ratos. Contrariamente ao uso popular, o efeito anti-
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obesidade, anorexigeno e diurético nao foi observado. Porém, foi observado efeito
hipolipidémico em ratos normais e portadores de diabetes induzidos por aloxana.

3.3.3 — Atividade Antiviral

HAYASHI, et al. (1990) estudaram um extrato hidroetanélico (Etanol:Agua
7:3) parcialmente purificado das folhas e galhos de C. salicifolia, que apresentou um
efeito inibitério para o virus da herpes simplex tipo 1 (HSV-1). O grupo avaliou a
atividade do extrato frente as diferentes etapas de replicagdo do virus em células
HelLa. Sob condicdes de replicacao simples, o extrato exerceu valores de inibicao
superiores a 99,9% quando adicionado as células até 1h e 30minutos antes da
infeccdo. Mesmo adicionado 8h apds a infecgdo, o extrato ainda causou uma
inibicdo de 99%. Sendo assim, foi comprovada a atividade viruscida do extrato
sendo que as andlises dos primeiros eventos seguidos da infeccdo mostraram que o

mesmo afetou a penetragdo viral nas células HelLa, porém nao afetou sua adsorgao.

3.3.4 — Avaliacao da Toxicidade

DIAS (2004) em sua dissertacdo de mestrado avaliou a toxicidade aguda do
extrato hidroetandlico (Etanol:Agua 8:2) das folhas de C. ecalyculata segundo
metodologia proposta por BRITO (1994) - modificada. A dose administrada nos
animais (machos e fémeas pesando entre 30 e 40g divididos em grupos por sexo) foi
de 5000mg/kg de massa corpdrea, sendo esta administrada diariamente por 15 dias.
No ultimo dia os animais foram necropsiados e eventuais alteragdes macoscopicas
em rins, figado, coragéo e pulmdes foram avaliadas.

Os resultados indicaram auséncia de toxicidade do extrato visto que, além de
nao apresentar mortes entre os animais, também nao mostrou alteragbes tanto
comportamentais como fisicas (alteragcbes macroscépicas e peso dos érgaos
avaliados).
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3.3.5 — Avaliacao da Atividade Antitlcera

DIAS (2004) também avaliou em sua dissertagdo de mestrado a atividade
antililcera gastrica para o extrato hidroetanélico (Etanol:Agua 8:2) das folhas de C.
ecalyculata utilizando o modelo de indugdo aguda por etanol e &cido cloridrico,
descrito por GUARALDO et al., 2001.

Os resultados nao indicaram significativa atividade para nenhum dos niveis de

ulceracéo testados.
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CAPITULO 4

MATERIAIS E METODOS
4.1 — Solventes

Foram utilizados solventes de grau analitico (PA) da marca Synth®;
Agua ultra pura (18MQ) obtida no sistema Elga-Analitica®;

Solventes grau cromatografico Merck® para analises via CLAE.

4.2 — Cromatografia em Camada Delgada

A avaliagéo preliminar do extrato bruto e das fragdes (partigcbes) foi realizada
por meio de cromatografia em camada delgada comparativa, tendo Silica gel 60 Fas4

Merck® como fase estacionaria.

4.3 — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em escala analitica, foi
utilizado um cromatégrafo analitico Waters® com sistema quaternario de bombas
modelo 600, detector UV — visivel Arranjo de Diodos modelo 996 e injetor manual
Rheodyne® modelo 7725i com alga de amostra de 20 ul. Coluna Luna Phenomenex®
C18 (250 x 4,6 mm x 5 um), sistema de aquisicao de dados via computador Pentium
IV 3.2GHz utilizando Software Empower Pro Build modelo 1154.

Para o desenvolvimento, validacdo e andlises de Alantoina, foi utilizado

padréo de referéncia Alantoina SIGMA®.

4.4 — Coleta e Identificacdo do Material Vegetal

Aproximadamente 5 kg do material vegetal (folhas frescas) foram coletados
na Estancia Demétria em Botucatu/SP no dia 16 de novembro de 2007 por volta das
9 horas da manha. O local foi devidamente identificado e uma excicata foi

preparada, sendo posteriormente enviada ao IBt (Instituto Botanico — SP) para que
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fosse comparada e identificada pelo Prof. Dr. Fernando de Oliveira. Apés confirmada
a espécie, a mesma foi depositada no BOTU Herbario Irina Delanova Gentchunicov
do IBB (Instituto de Biociéncias de Botucatu) da Universidade Estadual Paulista em
Botucatu/SP sob o registro de niumero 25687.

4.5 — Preparacao da Droga Vegetal

As folhas foram desidratadas em estufa a 40°C durante 48h, pulverizadas em
moinho de facas e armazenadas em saco plastico, fornecendo aproximadamente

1,5kg da droga vegetal seca e particulada.

4.6 — Preparacao e Analise do Extrato Bruto

Solucao hidroetandlica a 80% foi escolhida como liquido extrator. De acordo
com DIAS (2004), apds avaliacao por cromatografia em camada delgada, esta foi a
melhor condi¢cdo observada para a extragdo de grande parte dos compostos polares
presentes no extrato. 50g da droga pulverizada foi extraida por macerag¢ao durante 5
dias a temperatura ambiente com 500mL do liquido extrator. O extrato foi filtrado por
papel de filtro qualitativo e concentrado em rotaevaporador a temperatura de
aproximadamente 60°C. O residuo foi transferido para uma capsula de porcelana e
seco a temperatura ambiente em capela com circulacao de ar.

O extrato bruto obtido foi analisado por CCD comparativa e também por CLAE
(segundo o gradiente descrito na tabela 3) para que fosse verificado o perfil de
substancias presentes. Apds andlise o mesmo foi submetido a particdo com
solventes de diferentes polaridades.

As analises do extrato bruto seguiram os seguintes parametros:

Andlise Cromatografica em Camada Delgada

- Fase estacionaria: Silica Gel 60 F2s4
- Fase Moével: Hexano : Acetato de Etila (4:6)
- Revelacao: Visualizagao direta em luz Visivel e em UV 254nm.
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Andlise em CLAE

- Coluna: LUNA C18 (250 x 4,6mm x 5um)

- Fase Movel: (A) Agua
(B) MeCN
- Volume de Injecao: 10uL

- Comprimento de Onda: 210nm

- Vazao: 0,5mL/min
- Gradiente:

Tabela 3. Gradiente exploratério para avaliagao do Extrato Bruto.

Tempo | %(A) | %(B)
0 100 0
10 100 0
40 0 100
50 0 100
51 100 0
60 100 0

- Preparacao das amostras: Solubilizacdo em metanol, filtracdo por

membrana 0,45um para um vial de CLAE.

4.7 — Particado com Solventes

Depois de seco, 10g do extrato hidroalcodlico foi ressuspendido em 100 mL

de solucao de metanol : agua (1:9). As particbes foram realizadas de acordo com o

esquema apresentado na figura 9.
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‘ Ressuspensdo em Metanol-Agua (1:9) ‘

‘ Particio com 100mL de Hexano ‘
‘ Fase Hexdnica ‘ ‘ Fase Aguosa ‘
‘ Concentracdo ‘ ‘ Particdo com 100mL de Acetato de Etila ‘
Ressuspensdo ‘ Fase Acetato ‘ ‘ Fase Aguosa ‘
em Metanol l l
Andlise em CCD ‘ Concentragdo ‘ ‘ Concentragdo ‘
e HPLC ¢ l
Ressuspensdo Ressuspensdo
em Metanol em Metanol
Analise em CCD Analise em CCD
e HPLC e HPLC

Figure 9. Fluxograma com o procedimento experimental para a partigao liquido-liquido do extrato
hidrialcodlico.

As andlises das particbes seguiram 0s mesmos parametros apresentados

para o extrato bruto.

4.8 — Determinacao da Alantoina

A alantoina pode ser determinada pelo método cromatogréafico segundo os

parametros determinados abaixo:

Coluna: Luna — C18 (Phenomenex) — 250 x 4,6 mm x 5um
FM (A): Agua

Eluicao Isocratica: 100% (A)

Volume de injecao: 10uL

Vazao: 0,5mL/min

Deteccao: 210nm

Preparo das amostras: Os extratos brutos e particbes foram pesadas (50

mg), solubilizadas em metanol e filiradas por membrana 0,45um para um vial de
HPLC.
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Preparacdo do Padrdo: O padrdo de Alantoina (SIGMA®) foi solubilizado em

solugdo Metanol:Agua (1:1) e mantido em banho ultrassénico até completa
dissolucéo.

Para a analise da matéria prima (folhas), foram propostos alguns testes com a
finalidade de se otimizar as condi¢cbes de extragdo. Os testes foram propostos da

seguinte maneira:

Teste 1: Neste teste procurou-se avaliar a influéncia do modo de extragdo
(ultrassom ou agitacdo constante), ambos com a proporcdo de solventes
determinada para o extrato bruto (Etanol 80%), a temperatura ambiente (25°C) e por
um tempo pré fixado (60 minutos).

Tabela 4. Condigbes experimentais para o teste 1 na andlise de matéria prima.

Etanol 80%, 25°, 60 minutos
1A) Ultrassom | 1B) Agitacéo

Teste 2: Com base no melhor teste determinado anteriormente, foram
propostas as condicdes indicadas na tabela 5, onde foram variadas as temperaturas

e proporgdes de etanol como solvente extrator.

Tabela 5. Condigbes experimentais para o teste 2 na andlise de matéria prima.

Agitacdo, 60 minutos

40°C 60°C 80°C

2 2B 2C 2D 2E 2F 2G 2H 2l
Agua | Etanol | Etanol | Agua | Etanol | Etanol | Agua | Etanol | Etanol

50% 100% 50% 100% 50% 100%

Teste 3: Com base no melhor teste determinado anteriormente, foram
propostos os testes indicados na tabela 6, variando-se o tempo de extracédo.
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Tabela 6. Condigbes experimentais para o teste 3 na andlise de matéria prima.

Agua, Agitacao, 60°C

3A) 30 minutos | 3B) 60 minutos

3C) 90 minutos

Teste 4: Com a finalidade de se avaliar as

interagcbes entre as variaveis,

propds-se o seguinte planejamento experimental, combinando-se as variaveis tempo

de extracdo, porcentagem de etanol e temperatura segundo o diagrama apresentado

na figura 10.

Tempo/ min.

Figure 10. Planejamento experimental referente a extragdo de alantoina da matéria prima.

Assim que as condigbes para a andlise da matéria prima foram determinadas,

procedeu-se a validacdo do método analitico de acordo com os parametros

preconizados pela RE899 da Anvisa.

4.9 - Validacao da Metodologia Analitica para Determinacao da Alantoina

De acordo com a RE899 da Anvisa, os parametros a serem determinados

para que um método possa ser considerado validado sdo a seletividade ou

especificidade, a linearidade, o limite de deteccdo, o limite de quantificacédo, a

precisdo, a exatidao e a robustez. A seguir sdo descritos os conceitos e também os
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parametros relacionados a validagdo de meétodos analiticos, de acordo com as
definicdes descritas na resolugdo RE899.

Seletividade e Especificidade: O termo especificidade, muitas vezes

utilizado como sin6nimo de seletividade define a capacidade do método em detectar
somente o analito de interesse na presenca de outros componentes da matriz. Ja a
seletividade refere-se a capacidade de separagao dos componentes de interesse
junto a outras substancias. Para que o teste possa ser realizado, deve-se efetuar a
monitoracdo do grau de pureza do analito por detectores especificos, como por

exemplo, o detector ultravioleta com arranjo de diodos ou diode array (DAD).

Linearidade e intervalo: A linearidade refere-se a capacidade do método de

gerar resultados linearmente proporcionais a concentragdo do analito, enquadrados
na faixa analitica especificada. Esse parametro pode ser demonstrado pelo
coeficiente de correlacdo do grafico analitico, que nao deve ser estatisticamente
diferente de um, observando-se que a inclinacdo da reta seja diferente de zero. O
intervalo do método analitico corresponde a faixa do maior ao menor nivel que
possa ser determinado com precisdo e exatidao, usando a linearidade do método.
Convenciona-se primeiro selecionar o intervalo de trabalho (baseado no nivel de
concentracdo do analito que se deseja determinar) e depois determina-se a relagdo
sinal versus concentragdo, avaliando-se sua linearidade. A curva analitica deve ser
obtida em cinco niveis de concentracdo, sendo cada uma delas aplicadas em

triplicata. O parametro linear (R?) minimo aceitavel deve ser de 0,99.

Limite de Deteccdo: E a menor concentragdo do analito que pode ser

detectada, mas nao necessariamente quantificada, sob condicbes experimentais
estabelecidas. O limite de detecgdo pode ser determinado mediante o sinal/ruido
nos processos analiticos que exibem uma linha de base. Calcula-se o triplo da area
de um pico cromatogréfico considerado como ruido em uma regido pré-determinada

do cromatograma.

Limite de Quantificacdo: E definido como sendo a menor concentragéo do

analito que pode ser quantificada na amostra com exatidao e precisao aceitaveis sob
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as condigdes experimentais adotadas. O limite de quantificagdo pode ser
determinado mediante o sinal/ruido nos processos analiticos que exibem uma linha
de base. E determinada a area de um pico cromatografico considerado como ruido
em uma regiao pré-determinada do cromatograma e entdo este valor € multiplicado

por dez.

Exatiddo: E definida como sendo a concordancia entre o valor real de um
analito na amostra (obtido pelo método analitico) e aquele estimado/calculado
teoricamente.

A exatidao do método pode ser determinada pelo ensaio de recuperacéo, o
qual é considerado 0 meio mais utilizado para a validagao de processos analiticos. A
recuperacado esta relacionada a exatidao, pois reflete a quantidade de determinado
analito, recuperado no processo, em relagado a quantidade real presente na amostra.
A exatidao é expressa como erro sistematico percentual, inerente ao processo. O
erro sistematico ocorre pela perda da substancia devido a baixa recuperacado da
extracdo, medidas volumétricas imprecisas ou substancias interferentes na amostra
(entre outros).

O estudo da recuperacao consiste na “fortificacdo” da amostra, ou seja, na
adicdo de solugbes com diferentes concentragdes do analito de interesse seguida
pela determinagédo da concentragdo do analito adicionado. Calcula-se a quantidade

percentual recuperada pelo processo usando a férmula:

alar obtido - Valor real) .

“Yalar real

Rec% = 100

Deve ser determinada apds o estabelecimento da linearidade e intervalo de
concentragdes do padrao determinado.

Sao verificadas trés concentracbes diferentes (alta, média e baixa) em
triplicata para cada uma delas. A exatidao é expressa por meio do desvio padrao

relativo (DPR) e o seu valor maximo aceitavel é de 5%.



Capitulo 4 — Materiais e Métodos 37

Preciséo: E definida como sendo o parametro que avalia a proximidade entre
varias medidas efetuadas na mesma amostra. Usualmente é expressa como sendo
o desvio padréao, variancia ou coeficiente de variacao de diversas medidas.

O teste pode ser dividido em trés etapas: repetibilidade ou precisao intra-
corridas, preciséao intermediéria ou precisao inter-corridas e reprodutibilidade.

Repetibilidade: A repetibilidade expressa a precisdo nas mesmas condigdes
de operagcdo (equipamento, analista, reagentes, dia e mesmas condicdes
ambientais) em pequeno espaco de tempo. E verificada com trés concentracdes
diferentes do extrato (baixa, média e alta) sendo cada uma delas aplicada em
triplicata. A repetibilidade é expressa como sendo o desvio padréo relativo (DPR),

tendo como valor maximo aceitavel 5%.

Desvio Padrao
DFR = - - ¥ 100
Conc. Média Experimental

Precisao Intermediaria: A precisdo intermediaria expressa o resultado de

uma mesma amostra analisada em dias diferentes com equipamento ou operadores
diferentes. A analise foi realizada com a mesma amostra de matéria prima de Cha
de Bugre em dois dias e dois analistas diferentes. Os resultados s&o expressos
como sendo o desvio padrao relativo (DPR), sendo seu valor maximo aceitavel de
5%.

Reprodutibilidade: A reprodutibilidade expressa a precisdo entre os

resultados obtidos em laboratérios diferentes, geralmente em estudos colaborativos.
A reprodutibilidade € expressa como sendo o desvio padrado relativo entre os

resultados e o seu valor maximo aceitavel é de 5%.

Robustez: A robustez do método € a medida da sua capacidade de
permanecer inalterado sob pequenas, mas estudadas variagées nos parametros do
método e prover indicacao da sua dependéncia durante o uso normal.

A avaliagdo da robustez pode ser considerada durante a fase de
desenvolvimento e depende do tipo de processo em estudo. Nos testes de robustez
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séo aplicados experimentos estatisticos que examinam, simultaneamente, os efeitos
das alteracbes em diferentes variaveis do método. No caso de métodos
cromatograficos, as variacoes se referem a diferentes tipos de coluna, temperatura e
vazao, entre outras.

Os testes de robustez, em geral, servem para indicar os fatores que podem
influenciar, significativamente, a resposta do método estudado. Tal fato fornece a
dimensao do problema que ocorre quando o método € repetido em diferentes
condigdes ou é transferido, por exemplo, para outro laboratério.

No método por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), deve-se
avaliar o uso de diferentes lotes ou fabricantes de coluna, o pH da fase mével e

também a sua vazao.

4.10 — Avaliacao da Atividade Antihemorrdgica contra o veneno de Bothrops

jararaca
A avaliacado deste tipo de atividade consiste no poder de neutralizacdo que

algumas substancias possuem frente a acdo de enzimas como a Matriz
Metaloproteinases Zn?* dependentes (MMP), presentes no veneno de Bothrops
jararaca. Estas enzimas sdo responsaveis pela degradacao de proteinas da matriz
extracelular, possuindo um efeito citotoxico em células endoteliais e também
atuando em alguns componentes do sistema hemostético. O efeito neutralizador dos
extratos basicamente esta na modulagdo das MMPs dependentes dos ions Zn?*, que
sao quelados pelas substancias potencialmente ativas (NISHIJIMA et al., 2009).

Para a avaliagdo desta atividade foram empregados o extrato bruto etanélico
e as fases Acetato de Etila e Aquosa, advindos da particao liquido-liquido.

O veneno liofilizado de B. jararaca foi obtido do Instituto Butantan, sendo
mantido a -20°C até a sua utilizagdo. A diluicdo do veneno foi realizada em tampéao
fosfato salino (PBS) até a dose hemorragica minima, ja otimizada por NISHIJIMA et
al., 2009.

Camundongos machos da linhagem “Swiss” pesando entre 25 — 30g foram
obtidos do biotério central da UNESP-Botucatu (Botucatu, SP, Brasil). Os animais
foram alimentados com racéo certificada Nuvilab CR-a® (Nuvital), com livre acesso a
agua e mantidos sob condi¢des padronizadas sendo 12h na auséncia de luz e 12h
na presenca de luz a temperatura de 21°C + 1% (NISHIJIMA et al., 2009).
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O protocolo experimental foi submetido e também aprovado pelo comité de
ética da universidade.

A determinacao da dose minima hemorragica: Os animais foram divididos

randomicamente em 6 grupos de 6 a 7 camundongos cada. Estes foram
anestesiados com éter e receberam doses crescentes do veneno (minima de 1,25ug
e maxima de 20ug), aplicadas via rota intradérmica dorsal. Duas horas depois, 0s
animais foram sacrificados por deslocamento cervical e o didmetro da area
hemorragica foi medido por um paquimetro digital da marca Mitutoyo® (BRADFORD,
1976). A dose hemorragica minima foi determinada como sendo a menor dose de
veneno que induziu uma area hemorragica de 10 mm de didmetro em 2h. Este
método, que relaciona a atividade antihemorragica com a média das medidas dos
didmetros dos halos hemorragicos obtidos ap6s injecao intradérmica do veneno é
especifico, rdpido e reprodutivel. A quantificacdo consiste na leitura dos dois maiores
didmetros perpendiculares do halo, utilizando a média para revelar o tamanho do
halo hemorragico (KONDO, et al., 1960).

A neutralizacdo do efeito hemorragico: Para o estudo da neutralizacdo do

veneno de B. jararaca, fixou-se a relacdo veneno : extrato em (1 : 50) (condigdes
experimentais previamente ja estabelecidas por NISHIJIMA et al., 2009) afim de que
fosse assegurada a interagcdo entre 0 veneno e as substancias presentes em
pequena quantidade nos extratos. Apds realizada a mistura do extrato com o
veneno, estes foram incubados a temperatura de 20-23°C por 40 minutos. Em cada
experimento os animais foram divididos em grupos que receberam somente o PBS
(para assegurar que o veiculo é in6cuo), veneno sem extrato ou fracdo (controle
positivo), somente extrato ou fracdo (para assegurar que a planta € in6cua) e
veneno com extrato ou fragdo (para avaliar o potencial anti-hemorragico da planta).
Duas horas apés a injecao, os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical. O
potencial de neutralizagdo dos extratos foi avaliado através da medida do didametro
(mm) capturada pelo paquimetro digital da marca Mitutoyo®, enquanto que a area
hemorragica (mm?) foi obtida pelo programa AvSoft Bioview Spectra®, comparando-
se 0 grupo que recebeu somente o veneno com 0s animais que receberam a inje¢ao

intradérmica da mistura de veneno mais o extrato ou fracao (NISHIJIMA et al., 2009).
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As analises estatisticas foram baseadas em ANOVA seguido pelo teste de
Dunnett’s, considerando-se 95% de significancia (p < 0,05).

4.11 — Avaliacao da Atividade Antifungica

Os ensaios antifungicos envolvendo o extrato bruto e as particées das folhas
de Cordia ecalyculata foram desenvolvidos no Laboratério de Micologia Clinica,
Departamento de Analises Clinicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP
— Araraquara, sob a superviséo da Prof®. Dra. Maria José Mendes Giannini.

Os ensaios antifungicos foram desenvolvidos de acordo com o método de
microdiluicdo em caldo, segundo no documento M27- A2 do Instituto de Padrbes de
Laboratérios Clinicos. O meio de cultura utilizado foi RPMI 1640 com L-glutamina,
acido morfolinopropanosulfénico (MPOS), suplementado com 2% de glicose.

As amostras foram dissolvidas em DMSO e logo dissolvidas no meio de
cultura RPMI, alcangcando uma concentracao inicial de 1000 ug/mL. A suspensao de
células fangicas foi preparada em salina 0,85% com densidade fungica equivalente a
1x10° unidades formadoras de coldnia/mL. Esta suspensdo foi inoculada sobre
microplacas com as substancias, sendo este inocuo diluido até a concentragéo de
0,48 ug/mL. As microplacas foram incubadas sob agitacdo constante a uma
temperatura de 37°C, durante 24 horas para Candida albicans, C. parapsilosis e C.
krusei e 48 horas para Cryptococcus neoformans. O controle positivo empregado
nos ensaios de fungitoxicidade foi a anfotericina B. A concentrag&o inibitéria minima
(CIM) foi definida como a concentragcdo capaz de inibir em 100% o crescimento
fungico, sendo este analisado por espectrofotometria.

4.12 — Avaliacao da Atividade Antioxidante

O extrato e as fragdes obtidas foram analisados por CCDC em sistemas de
eluentes de diversas polaridades que permitiram a visualizagao dos constituintes de
baixa, média e alta polaridade. A revelagao das placas cromatogréficas foi feita com
solugdo de P-caroteno, que indica a presenca de substancias antioxidantes e
sequestradoras de radicais livres.

- Descoramento de [-caroteno: Apds eluicdo e secagem, as placas

cromatogréficas foram nebulizadas com solugéo 0,02% de B-caroteno em MeOH. As

placas foram observadas apds 4 horas sob luz natural ou apds descoramento do
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fundo, resultante da oxidagdo do [-caroteno, evidenciando as substéncias com
propriedades antioxidantes em manchas amarelas (PRATT e MILLER et al., 1984).
- Reducao do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH): No teste

espectofotométrico uma solucdo 0,004% de DPPH é misturada com solucdes da

amostra em diversas concentragdes. A mistura é agitada a temperatura ambiente na
auséncia de luz. Quando o radical DPPH, em presenca de um antioxidante doador
de hidrogénio, passa a sua forma reduzida DPPH-H, o seu elétron desemparelhado
nao estd mais em conjugacdo com os grupos arila, e o DPPH-H sofre um
decréscimo da absorbancia em 517nm. O resultado é observado por uma curva de

concentracdao da amostra antioxidante pela %AA (CORSINO et al., 2003).

4.13 — Avaliacao da Atividade Citotoxica em Células Normais

Foi avaliado o potencial citotoxico do extrato bruto e fragdes hexanica, acetato
de etila e aquosa de C. ecalyculata Vell. utilizando uma linhagem de células normais
de pele humana transformado pelo SV-40. A linhagem utilizada foi a HaCat
(queratinécito normal de pele humana), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibibticos, mantidas em
estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO,. A andlise de citotoxicidade pelo
método do MTT vem sendo utilizada no programa de screening do NCI (EUA), que
testa mais de 10000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990) foi descrita
primeiramente por MOSMANN (1983) e modificado por ALLEY (1996), tendo a
capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. E uma anélise
colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
brometo de tetrazélio (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo citotéxico pelo
método MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de
acao (BERRIDGE et al., 1996). As células serdo plagueadas na concentracdo de
2x10%células/100uL, para células aderidas. Os diversos compostos serdo acrescidos
em diferentes concentragdes, que variaram entre 3,9 a 125 pgmL™”' para extratos e
fracdes. As placas sdo centrifugadas e o sobrenadante, removido. Em seguida, sédo
adicionados 200puL da solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas, incubadas
por 3h. A absorbancia é lida apds dissolucdao do precipitado com DMSO em
espectrofotbmetro de placa a 550nm.
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4.14 — Avaliacao da Atividade Citotoxica em Células Tumorais

Foi verificada a citoxicidade in vitro do extrato bruto e particbes de C.
ecalyculata em 3 linhagens de células tumorais. Essa analise faz parte de um
screening inicial para determinacao do potencial antitumoral destas amostras.

As linhagens tumorais utilizadas, MDA/MB-435 (melanoma - humano), HCT-8
(célon - humano) e SF-295 (sistema nervoso - humano), foram cedidas pelo Instituto
Nacional do Cancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibiéticos, mantidas em
estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO:..

As amostras foram diluidas em DMSO puro estérii e testadas na
concentragédo de 50ug/mL para o extrato bruto e 25ug/mL para as parti¢coes.

O método utilizado foi o MTT, cuja analise permite definir faciimente a
citotoxicidade, mas ndao o mecanismo de acdo (BERRIDGE et al., 1996).

As células foram plaqueadas na concentracdo de 3 x 10* cel/mL para a
linhagem MDA/MB-435, na concentragdo de 1 x 10° cel/mL para SF-295 e 3 x 10°
cel/mL para a linhagem HCT-8, apds 24 h as amostras foram adicionadas. As placas
foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO,a 37°C. Ao término deste, as
mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante, removido. Em seguida, foram
adicionados 150 pL da solugdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram
incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apds dissolugao do precipitado com 150 uL
de DMSO puro em espectrofotobmetro de placa a 595nm.

Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrao da
média (DPM) da porcentagem de inibigdo do crescimento celular usando o programa
GraphPad Prism.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 — Andlise Cromatografica do Extrato Bruto e das Particoes

Depois de realizada a extracdo hidroalcodlica, posterior concentragdo e
secagem, obteve-se 15 g do extrato bruto na forma de pasta. Considerando-se que
partimos de 50g de folhas, obtemos uma razdo entre matéria prima e extrato bruto
de aproximadamente 3,3:1, que & uma razao bastante coerente e de possivel
alcance quando de uma produgdo em escala piloto ou mesmo industrial (larga
escala).

Em seguida, 10 g do extrato bruto foi submetido a particbes com solventes
organicos, fornecendo as massas presentes na tabela 7.

Tabela 7. Massas das fragdes referentes a particdo do extrato hidroalcodlico.

Fracao Massa (g)
Hexanica 2,90
Acetato de Etila 1,23
Aquosa 4,81

Esta distribuicdo de massas indica que cerca de 32% dos compostos séo de
baixa polaridade e estdo distribuidos na fase hexénica, 13% sdo de média
polaridade e estdo presentes na fase acetato de etila e mais de 53% séo de alta
polaridade e estdo presentes na fase aquosa.

As anadlises cromatograficas em camada delgada apresentadas na figura 11
indicam a efetividade das particbes ao separar o extrato bruto em grupos de
compostos com diferentes polaridades, vindo a confirmar as informagbes

apresentadas no paragrafo anterior.
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Figure 11. Cromatoplaca em Camada Delgada Comparativa referente ao extrato bruto e as partigdes.

Além da analise por CCDC, as amostras foram comparadas por CLAE/DAD
em gradiente exploratério para que fosse verificado o perfil das substancias
presentes na regiao do ultravioleta.
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Figure 12. Cromatogramas exploratorios referentes ao extrato bruto e as parti¢cdes liquido-liquido.

A partir dos cromatogramas apresentados na figura 12, pode-se perceber

uma distribuicdo bastante coerente com os resultados apresentados nas analises

por CCDC. Vale ressaltar que a avaliacao por CLAE foi conduzida em 210nm afim

de que fosse monitorada a substancia alantoina, descrita como sendo um dos

compostos majoritarios nos extratos de Cordia ecalyculata por SAITO, 1986. Nota-se

qgue tanto na fracao acetato de etila como na aquosa, ha uma substancia de carater

bastante polar, eluindo entre 6 e 8 minutos e cujo espectro ultravioleta é

caracterizado por apresentar absorcdo em comprimentos de onda préximos a

200nm. Estas caracteristicas sdo condizentes com a molécula da alantoina no que

diz respeito tanto a sua polaridade como as suas propriedades espectrais.
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5.2 — Determinacao de Alantoina por CLAE

Existem alguns trabalhos ja publicados que descrevem a determinacdo de
Alantoina por CLAE utilizando colunas do tipo C18. HAGHI, G. et al. (2008)
publicaram um método para a determinacdo cromatografica quali e quantitativa de
alantoina em milho (Zea mays) e, baseado neste trabalho foram iniciados os testes
para a determinacao da mesma substancia em C. ecalyculata.

Procurando simplificar a analise e também evitar a utilizacdo da solugéao
tampao proposta pelo método original (25mM de KH,PO, pH=3 ajustada com
HsPQ,), realizou-se uma analise comparativa entre agua ultrapura, agua acidificada
a pH=3 com H3PO, e a solugdo tampao proposta no método original.

A figura 13 mostra que a utilizagdo do tampéo nao provocou uma mudanga
significativa tanto na seletividade como na retencao da substancia pela coluna, ao
passo que, com a utilizagdo da fase acidificada, nota-se um encaudamento na parte
frontal do pico cromatografico.

Com base nas consideracdes apresentadas acima e também nos resultados
observados na figura 13, optou-se por utilizar somente agua ultrapura como fase

movel do método.
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Figure 13. Cromatogramas comparativos referentes a andlise de Alantoina utilizando diferentes tipos
de fase movel.

5.3 — Otimizacao do método para extracao de Alantoina na Matéria Prima

O objetivo dos testes realizados foi de avaliar alguns parametros que fazem
parte do processo extrativo dentro do método de determinagao de alantoina em C.
ecalyculata e, com isso, dizer com mais certeza qual € o teor deste marcador na
planta estudada. Inicialmente foram avaliadas algumas varidveis separadamente e,
em seguida propbs-se um diagrama com alguns testes que se entrecruzariam para
gue fossem estudadas as intera¢des entre estas variaveis.

A tabela 8 e a figura 14 abaixo resumem os valores encontrados.

Tabela 8. Resultados experimentais encontrados na otimizagédo da analise de Matéria Prima.

Teste Alantoina (%)
1A | EtOH 80%; 25°C; 60 min.; Ultrassom 0,57
1B EtOH 80%; 25°C; 60 min.; Agitacao 0,67
2A H2O; 40°C; 60 min.; Agitacao 0,69
2B EtOH 50%; 40°C; 60 min.; Agitacao 0,52
2C | EtOH 100%; 40°C; 60 min.; Agitacao 0,20
2D H-0; 60°C; 60 min.; Agitacao 0,81
2E EtOH 50%; 60°C; 60 min.; Agitagdo 0,68
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Figure 14. Resultados experimentais referentes ao diagrama com as condi¢des de extragao para a

alantoina.

A partir dos resultados observados, constata-se que as melhores condi¢des
de extragdo sdo agua a 40°C sob agitagdo constante por 90 minutos, obtendo-se um
teor de 0,89% de alantoina para as folhas de cha de bugre.

O extrato bruto e também as particbes foram analisadas, encontrando-se os

seguintes valores:

- Extrato Bruto: 0,75%

- Fase Hexanica: 0%
- Fase Acetato de Etila: 0,15%
- Fase Aquosa: 1,54%
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Os teores de alantoina observados nos testes de extragcdo para a matéria
prima sao condizentes com a caracteristica polar desta substancia. Isto também &

evidenciado na distribuicdo de teores encontrados para o extrato bruto e parti¢cdes.

5.4 - Validacao do Método para Determinacdo de Alantoina por CLAE

Depois de determinadas as melhores condigdes de extracao para a alantoina,
procedeu-se a validagcdo do método cromatografico segundo os parametros
descritos na RE899 da Anvisa.

A seguir sdo apresentados os resultados dos testes realizados para a
validagao do método analitico.

Especificidade e Seletividade

Para que o teste possa ser realizado, deve-se efetuar a monitoragdo do grau
de pureza dos analitos por detectores especificos, como por exemplo, o detector
ultravioleta com arranjo de diodos (DAD).

Na matéria prima de Cha de Bugre, o marcador alantoina foi monitorado a
partir de um detector DAD, através do qual pode ser confirmado tanto a validade do

método analitico como o grau de pureza da substancia de interesse.
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Figure 15. Cromatograma referente ao teste de seletividade na matéria prima de Cha de Bugre.

Com este teste, pode-se perceber que o corte do pico cromatografico em

diferentes regides apresenta o mesmo espectro de absor¢do no ultravioleta. Esta
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informacao pode ser utilizada como um dado indicativo da pureza do pico

cromatogréafico.
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Figure 16. Cromatograma referente ao teste de seletividade na matéria prima de Cha de Bugre.
Comparacgao entre a amostra, padrdo alantoina e respectivos espectros UV.

A figura 16 mostra que, ao comparar amostra com o padréo, percebe-se uma
grande similaridade tanto em relacao ao tempo de retencdo do pico da alantoina
como no seu respectivo espectro de absorcdo no ultravioleta. Estes dois testes
garantem que o método € seletivo e também especifico para a determinagédo de
alantoina nas folhas e extratos de cha de bugre.

Linearidade

A curva analitica deve ser obtida em cinco niveis de concentragdo, sendo
cada uma delas aplicadas em triplicata. O parametro linear (R% minimo aceitavel
deve ser de 0,99.

A curva analitica da alantoina foi gerada com as concentracdes apresentadas
na tabela 9, aplicadas em triplicata.
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Tabela 9. Valores de concentragéo do padrao alantoina aplicados.
12 Nivel (mg/L) | 22 Nivel (mg/L) | 32 Nivel (mg/L) | 4° Nivel (mg/L) | 52 Nivel (mg/L)
Alantoina 387,50 193,80 96,87 48,44 24,22

Na figura 17 a seguir, é apresentada a curva analitica da alantoina,

juntamente com o respectivo parametro linear e também uma tabela mostrando as

respostas de area obtidas nas analises.
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Figure 17. Curva analitica referente ao padréo alantoina.
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Tabela 10. Respostas de area em fungao das concentragdes de alantoina.

Padrao

Nivel | Resposta (drea)

Desvio Padrao Relativo (%)

7786369

1 7787446

7717392

0,52

Alantoina

4080488

2 4086366

4052804

0,44

2071570

3 2010376

2065155

1,64
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1037285
4 1025107
1027006

0,64

477912
5 488575
490779

1,42

Na sequéncia sdo apresentados os cromatogramas dos padrdes (aplicados

em triplicata) referente aos cinco niveis de concentragao.

Alantoina - 6.26:
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Minutes
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6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60

Figure 18. Cromatogramas dos padrdes de alantoina nos diferentes niveis de concentragdo (mg/L).

A partir dos dados apresentados na figura 17, pode-se garantir que o0 método
analitico foi linear entre as concentra¢des de 387,50mg/L e 24,22mg/L.

Limite de Deteccao

O limite de detecgdo pode ser determinado mediante a razao de sinal/ruido

nos processos analiticos que exibem uma linha de base. Calcula-se o triplo da area

de um pico cromatogréfico considerado como ruido em uma regido pré-determinada

do cromatograma.

Determinou-se a area do sinal/ruido de dois cromatogramas diferentes, como

exemplificado abaixo em um deles. A média das areas foi multiplicada por trés,

obtendo-se assim os valores de limite de deteccdo em termos de é&rea e

concentragao.



Capitulo 5 — Resultados e Discussao 53

0.16 0.00164
014

0424 e

o] O DDUQ—?&:\Q}-(’(\

2 0.084 Minutes
005
004+
002

0.00+ riy e e e
T

T T T
1.00 200 oo 4.00 soo 600 oo oo .00 10.00
Minutes

Figure 19. Cromatograma da matéria prima de Cha de Bugre apresentando o sinal/ruido para a
determinacéo do limite de detecgdo do método.

Tabela 11. Valores de area e concentragao do sinal/ruido para a determinagao do Limite de

Deteccao.
Area do Média das Concentracao Equivalente Média das Concentracoes
Sinal/Ruido Areas do Sinal/Ruido (mg/L) Equivalentes do Sinal/Ruido (mg/L)
15795 0,7875
[— 15860 0,7907
15924 0,7940

Portanto, temos como resultado:
LIMITE DE DETECQAO EM TERMOS DE AREA: 47579
LIMITE DE DETECQAO EM TERMOS DE CONCENTRAQAO: 2,37 mg/L.

Limite de Quantificacao

O limite de quantificagdo pode ser determinado mediante o sinal/ruido nos
processos analiticos que exibem uma linha de base. Calcula-se a area de um pico
cromatografico considerado como ruido em uma regido pré-determinada do
cromatograma e multiplica-se este valor por dez.

Determinou-se a area da razao sinal/ruido de dois cromatogramas diferentes,
como exemplificado abaixo em um deles. A média das areas foi multiplicada por dez,
tendo assim os valores de limite de quantificagdo em termos de éarea e

concentragao.
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Figure 20. Cromatograma da matéria prima de Cha de Bugre apresentando o sinal/ruido para a
determinagéo do limite de quantificagdo do método.

Tabela 12. Valores de area e concentragdo do sinal/ruido para a determinagédo do Limite de
Quantificagao.

Area do Média das | Concentracdao Equivalente do Média das Concentracées
Sinal/Ruido Areas Sinal/Ruido (mg/L) Equivalentes doSinal/Ruido (mg/L)
15795 0,7875
— 15860 0,7907
15924 0,7940

Portanto, temos como resultado:
LIMITE DE QUANTIFICAQAO EM TERMOS DE AREA: 158600
LIMITE DE QUANTIFICAQAO EM TERMOS DE CONCENTRAQAO: 23,7

mg/L

Exatidao

Deve ser determinada apds o estabelecimento da linearidade e intervalo de
concentragdes do padrao determinado.

Sao verificadas trés concentragbes diferentes (alta, média e baixa) em
triplicata para cada uma delas. A exatidao é expressa por meio do desvio padrao
relativo (DPR) e o seu valor maximo aceitavel é de 5%.

O padréo escolhido para o teste foi o Acido Ascérbico que, ao ser analisado,
apresentava resposta semelhante no detector ultravioleta (UV-DAD) e também nao
coeluia com nenhum dos picos presentes na amostra.

A curva analitica do Acido Ascérbico (figura 22) foi construida com os cinco

niveis de concentracao indicados na tabela 13, aplicadas em triplicata.
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Tabela 13. Valores de concentragdo do padrao Acido Ascérbico aplicados.

12 Nivel (mg/L) | 22 Nivel (mg/L) | 32 Nivel (mg/L) | 4° Nivel (mg/L) | 52 Nivel (mg/L)

Acido

740,0 370,0 185,0 92,5 46,3
Ascorbico

Foram preparadas trés solugbes da matéria prima de Ch& de Bugre e
fortificadas com diferentes concentragdes de Acido Ascorbico. As porcentagens de

recuperagao de cada uma dessas concentragcdes sdo apresentadas na tabela 14.

Tabela 14. Resultados obtidos no ensaio de exatidao.

Concentracao Baixa Concentracdo Média | Concentracao Alta
(15mg/L) (35mg/L) (110mg/L)
. 15,22 34,06 106,2
Concentragao
d " 14,52 36,29 114,8
recuperada (m
P (mglt) 14,84 35,75 109,1
Média conc. 14,86 35,37 110,0
1,47 2,69 3,45
Porcentagem de
N 3,20 3,69 4,36
recuperacao
1,07 2,14 0,82
Média (%) 0,93 1,05 2,88
0.167
0.147
0.12]
0.104
2 o.osf;

JAcido Ascorbi
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Minutes

Figure 21. Cromatograma referente a analise de Exatiddo do método para a analise de C.
ecalyculata.
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Figure 22. Curva analitica referente ao padrao Acido Ascérbico.

Tabela 15. Respostas de area em fungéo da concentragéo referentes a curva analitica de
quantificagcdo do Acido Ascorbico.

Padrao Nivel | Resposta (drea) | Desvio Padrao Relativo (%)
8785300
1 8757320 0,58
8856185
4503060
2 4486999 0,34
4472376
2247419
3 2241259 0,46
2227358
1106975
4 1083903 2,22
1058805
492861
5 484948 2,01
472717

Acido
Ascorbico
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Figure 23. Cromatogramas referentes ao padrao Acido Ascorbico nos diferentes niveis de
concentracao.

A partir dos dados referentes & porcentagem de recuperacdo do Acido
Ascérbico nas amostras, apresentados na tabela 14, pode-se comprovar a exatidao

do método analitico.

Precisao
Para o estudo da precisdo, foram avaliados 3 testes: a repetibilidade, a

precisao intermediaria e a reprodutibilidade.

a) Repetibilidade
A repetibilidade foi verificada em trés concentragdes diferentes do extrato (de

acordo com a RE899, concentracdo baixa, que equivale a 80% da concentragcédo
tedrica do teste; concentracdo média, que equivale a concentracao tedrica do teste;
€ concentragao alta, que equivale a 120% da concentracdo teédrica do teste) sendo
cada uma delas aplicada em triplicata. A repetibilidade é expressa como sendo o
desvio padrao relativo (DPR) entre as andlises e tem como valor maximo aceitavel
5%.

Desvia Padrao
DPR = ¥ 100
Conc. Média Experimental
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Tabela 16. Resumo dos resultados obtidos no teste de repetibilidade.

Concentracéao Concentracéao Concentracao
Alta (mg/L) Média (mg/L) Baixa (mg/L)
6013,32 5986,64 5817,28
Concentragao (mg/L) 5814,15 5867,19 5731,82
5849,79 5758,55 5752,35
Meédia conc. 5892,42 5870,79 5767,15
DP 106,21 114,09 44,61
DPR (%) 1,80 1,94 0,77

b) Precisao Intermediaria

As analises para verificagao da precisao intermediaria foram realizadas com a
mesma amostra de matéria prima de Cha de Bugre em dois dias e dois analistas
diferentes. Os resultados foram expressos como desvio padrédo relativo (DPR),

sendo seu valor maximo aceitavel de 5%.

As analises foram realizadas com a concentracdo média (tomada de ensaio
proposta no método analitico) das amostras, aplicadas em ftriplicata. A primeira
andlise foi realizada no dia 16/06/09 pelo operador Murilo Massao Assonuma (OP1)
e a segunda analise foi realizada pela operadora Fernanda Martinelli (OP2) no dia

17/06/08. Os resultados sédo resumidos na tabela 17.

Tabela 17. Resumo dos resultados obtidos no teste de precisédo intermediaria.

oP2 DPR(%)
6013,32 | 5895,92 1,39
Concentracao (mg/L) 5814,15 | 5920,25 1,28
5849,79 | 5747,52 1,25
Média conc. 5892,42 | 5854,56 0,46
DP 106,21 93,50 N. A*
DPR (%) 1,60 N. A.*

*N. A. = Nao Aplicavel

c) Reprodutibilidade

A reprodutibilidade é expressa como sendo o desvio padrao relativo entre os

resultados obtidos em estudos colaborativos entre laboratérios e o seu valor maximo

aceitavel é de 5%.
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As andlises foram realizadas com as concentragdes alta, média e baixa,
aplicadas em triplicata tanto no laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento como no
laborat6rio de Controle de Qualidade da empresa Anidro do Brasil Extracdes Ltda.
As analises foram realizadas no dia 16/06/09 pelo operador Murilo Massao
Assonuma. Os resultados s&o resumidos na tabela 18, 19 e 20.

Tabela 18. Resumo dos resultados obtidos no teste de Reprodutibilidade (Lab. Pesquisa e

Desenvolvimento).

Concentragao Concentragcao Concentragao
Alta (mg/L) Média (mg/L) Baixa (mg/L)
6013,32 5986,64 5817,28
Concentracdo (mg/L) 5814,15 5867,19 5731,82
5849,79 5758,55 5752,35
Média conc. 5892,42 5870,79 5767,15
DP 106,21 114,09 44,61
DPR (%) 1,80 1,94 0,77

Tabela 19. Resumo dos resultados obtidos no teste de Reprodutibilidade (Lab. Controle de

Qualidade).
Concentracao Concentracao Concentragao
Alta (mg/L) Média (mg/L) Baixa (mg/L)
5785,12 5966,14 5824,50
Concentragcdo (mg/L) 5880,20 5714,87 5722,52
5874,33 5842,28 5922,80
Meédia conc. 5846,55 5841,10 5823,27
DP 53,28 125,64 100,15
DPR (%) 0,91 2,15 1,72

Tabela 20. Resumo dos resultados obtidos no teste de Reprodutibilidade entre laboratorios.

Lab. 1 Lab. 2 Média DP DPR(%)
6013,32 | 5785,12 | 5899,22 161,36 2,74
Concentracao Alta (mg/L) 5814,15 | 5880,20 | 5847,18 46,70 0,80
5849,79 | 5874,33 | 5862,06 17,35 0,30
5986,64 | 5966,14 | 5976,39 14,50 0,24
Concentragcao Média (mg/L) | 5867,19 | 5714,87 | 5791,03 107,71 1,86
5758,55 | 5842,28 | 5800,42 59,21 1,02
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5817,28 | 582450 | 5820,89 5,11 0,09
Concentragdo Baixa (mg/L) | 5731,82 | 572252 | 5727,17 6,58 0,11
5752,35 | 5922,80 | 5837,58 | 120,53 2,06

Média conc. 584345 | 5836,97 | 584021 | N.A* N. A~

DP 99,67 85,29 70,46 N A* N.A*

DPR (%) 1,71 1,46 1,21 N.A* N A~

*N. A. = Nao Aplicavel

A partir dos testes realizados, pode-se perceber que todos os valores para a
reprodutibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade encontram-se dentro dos
valores determinados pela RE899 e, portanto, pode-se comprovar a precisdo do

método analitico.

Robustez

No método por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), pode-se
avaliar, para o estudo de robustez, o uso de diferentes lotes ou fabricantes de
coluna, o pH, e também a vazao da fase mével utilizada no método.

Sao0 descritos abaixo cada uma das alteracbes realizadas e também a
discussao dos resultados observados.

a) Coluna

Foram feitas analises com a coluna Luna C18 5um (Phenomenex®) dimensao
(250 x 4,6mm) avaliando-se diferentes lotes. Os resultados quali e quantitativos
encontrados para cada uma dessas analises € apresentado na tabela 21.

Tabela 21. Resultados experimentais quali e quantitativos da analise de robustez em diferentes tipos

de coluna.
Coluna Tempo de Retencéo da Alantoina (min) | Teor de Alantoina (mg/L)
Lote: 454958-03 6,251 0,62
Lote: 428320-20 6,215 0,59
Lote: 461969-16 6,367 0,61
DPR (%) 1,27 2,52
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Figure 24. Cromatogramas referentes as andlises de robustez utilizando-se diferentes lotes de
coluna.

A partir desta andlise, pode-se perceber que a determinagdo do marcador
alantoina ndo variou de maneira significativa tanto quali (1,27% para o tempo de
retencdo) como quantitativamente (2,52% para o teor), levando-se em consideracao

valores maximos aceitaveis de 5% de variagdo para ambos os parametros.

b) pH da Fase Mdvel
Foram feitas duas alteragdes no pH da fase movel. A primeira linha da tabela

22 indica um pH abaixo do valor observado para a fase (A) = 4gua, a segunda linha
refere-se exatamente ao pH da fase (A) = agua e a terceira linha refere-se a um pH

acima do valor observado para a fase moével (A) = agua.
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Tabela 22. Resultados experimentais quali e quantitativos da analise de robustez em diferentes pHs
da Fase Movel (A).

pHda FM (A) Tempo de Retencdo | Teor de Alantoina (mg/L)
5,20 6,338 0,64
5,83 6,215 0,59
6,20 6,393 0,61
DPR (%) 1,44 4,10

A partir dos testes de robustez com a variacdo do pH da fase mével, pode-se
perceber que nao ha diferengas tanto quali como quantitativas significativas relativas
ao tempo de retencgéo e teor do padrao de Alantoina.
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E4
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—————— T ]
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Minutes
Figure 25. Cromatogramas referentes as analises de robustez utilizando-se diferentes valores de pH
para a Fase Movel.
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¢) Vazao da Fase Mével

Foram testadas trés vazdes diferentes na andlise de robustez do método,
sendo uma delas a vazdo utilizada na metodologia em estudo. Os resultados quanti
e qualitativos referentes a este teste sdo apresentados na tabela 23.

Tabela 23. Resultados de concentragdo em funcdo da vazao no teste de robustez.

Vazao da FM (mL/min) | Tempo de Retencao | Teor de Alantoina (mg/L)
0,4 7,729 0,94
0,5 6,215 0,59
0,6 5,210 0,44
DPR (%) 19,86 39,07

A partir dos testes de robustez com variagdo na vazao da fase mével pode-se
perceber a partir dos valores de Desvio Padréo Relativo (DPR) que ha diferencas
tanto quali como quantitativas significativas. As diferengas quali e quantitativas
verificadas condizem com o esperado, uma vez que a variagcao da vazao do método
altera diretamente os tempos de retencao e, além disso, produz diferencas quanto
ao alargamento das bandas cromatograficas, ocasionando, portanto mudanca nos

valores de area calculados.
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Vazao 0,6mL/min

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.0C
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Figure 26. Cromatogramas referentes as andlises de robustez modificando-se a vazéo da Fase
Movel.

A partir de todos os ensaios de validacao realizados, pode-se garantir que o
método analitico para a determinagdo de alantoina tanto nos extratos como na
matéria prima de Cha de Bugre encontra-se validado e, portanto, pode ser

seguramente aplicado em laboratérios de controle.

5.5 — Avaliacao da Atividade Antihemorragica

Além da parte quimica, objetivou-se avaliar algumas atividades biolégicas
relacionadas aos extratos e particbes obtidas com as folhas de C. ecalyculata.

Inicialmente foi avaliada a atividade antihemorragica frente a agédo do veneno
de B. jararaca, que apresenta em sua composicdo enzimas do tipo matriz
metaloproteinases Zn?* dependentes, responsaveis pela degradacdo de proteinas
da matriz extracelular, possuindo um efeito citotoxico em células endoteliais e
também atuando em alguns componentes do sistema hemostatico.

A tabela 24 resume os resultados experimentais obtidos com a leitura de area
hemorragica e porcentagem de inibigcdo para todos os grupos testados.

A figura 27 representa graficamente os resultados observados na tabela 24 e
a figura 28 mostra a parte interna dos cortes na regido dorsal dos animais, utilizados

para a obtengao dos resultados de area hemorragica.
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Tabela 24. Efeito antihemorragico do extrato bruto e fragbes de Cordia ecalyculata.

Grupo Numero de Animais | Area Hemorragica (mm®) | % Inibicdao
Veneno 6 96,70 + 8,20 -
Veneno + Extrato Bruto 6 90,87 + 14,22 5,92
Veneno + Fracdo Aquosa 5 100,77 £ 12,77 0
Veneno + Fragdo Acetato 5 24,32 £ 0,89 74,83

Area hemorragica (mm2)

ANOVA F 31 = 10,73 para Area Hemorragica. Teste de Dunnet *p<0,01

140
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T
BVeneno
O'%eneno + Exfrato Bruto
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. ]
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ExtratoBrute  Fragdo Fragao
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Figure 27. Representagao grafica dos resultados observados para a atividade antihemorragica no
extrato bruto e fragdes de C. ecalyculata.
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Figure 28. Cortes na regido dorsal dos animais utilizados na avaliagao da atividade antihemorragica.
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Os resultados experimentais indicam que o extrato bruto apresentou uma

pequena porcentagem de inibicdo hemorragica, em torno de 6%. Porém, ao

separarmos as substancias presentes no extrato bruto por graus de polaridade,

percebemos que esta atividade se concentra na fragcdo acetato de etila (74,8% de

inibicdo), cujo perfil cromatogréafico apresentado, apresenta substéncias de média

polaridade com espectros de absorcao caracteristicos para substancias fendlicas

(com absorgéo na regido de 254nm), como pode ser observado na figura 29.
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Figure 29. Cromatograma referente a fase acetato de etila em 254nm destacando o espectro
ultravioleta de algumas substancias.
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A partir da figura 29, pode-se ter uma idéia do perfil de substancias presentes
nesta fase. Foram selecionados alguns picos cromatograficos cujos espectros de
absorcéo sédo apresentados em (b) e onde podem ser observadas bandas espectrais
em torno de 254nm. Em (c1) e (c2) pode-se ter uma idéia da distribuicao de
comprimentos de onda de absorgao para todos os picos cromatograficos presentes
na analise.

CASTRO et al. (1999) sugerem que extratos ricos em flavondides podem
apresentar atividade antihemorragica interessante atuando sobre a enzima matriz
metaloproteinases Zn?** dependentes. Este fato pode estar relacionado &
propriedade quelante dos compostos polifenélicos com os fons Zn**, agindo de
forma competitiva com essas enzimas e assim diminuindo ou até mesmo inibindo a

sua acao.

5.6 — Avaliacao da Atividade Antifungica

Foram realizados testes em quatro microorganismos patégenos humanos:
Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis e Cryptococus neoformans.
Para a avaliagdo da atividade antifungica foram testados o extrato bruto, a fragdo
hexanica, fracdo acetato de etila e fracdo aquosa. Os resultados expressos em

termos de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) sao apresentados na tabela 25.

Tabela 25. Resultados experimentais referentes a avaliagéo da atividade antifungica.

Candida albicans Candida krusei | Candida parapsilosis | Cryptococus neoformans
Amostra CIM (ug/mL) CIM (pg/mL) CIM (ug/mL) CIM (ug/mL)
Extrato Bruto 250 250 250 250
Fragdo Hexanica 250 250 250 125
Fracéo Ac. de Etila 250 250 250 125
Fragdo Aquosa 250 250 250 250
Anfotericina B 16 16 16 16

De acordo com os resultados apresentados, pode-se perceber que os valores
de concentragdo inibitéria minima das amostras testadas séo bastante altos, quando
comparados ao padrdo Anfotericina B, que foi de 16ug/mL para todos os
microorganismos. Sendo assim, considera-se que tanto o extrato bruto como as
fracoes testadas de Cordia ecalyculata nao apresentam promissora atividade

antifungica.
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5.7 — Avaliacao da Atividade Antioxidante

Os resultados decorrentes da avaliacdo da atividade antioxidante sao

resumidos na tabela 26 a seguir.

Tabela 26. Atividade antioxidante de extrato e fragcdes de particdo de Cordia ecalyculata.

DPPH B-CAROTENO
AMOSTRAS AcOEt : MeOH 6:4
IC5 (ng/mL) | Seqliestro a 10ppm
Int. Rf
Fragdo Hexanica 0,042 13,0% no -
Fragdo Acetato de Etila 0,016 26,7% f 0,3-0,5
Fragdo Aquosa 0,019 19,7% f 0,3-0,5
Extrato Bruto > 0,070 nd no -
Rutina 0,0090 63,0% - 0,2

nd = ndo determinado; no = ndo observado; f= fraco

De acordo com os resultados apresentados, pode-se perceber que a atividade
antioxidante foi pouco expressiva tanto para o ensaio com DPPH como para o
descoramento na presencga de B-Caroteno. Percebe-se que ha uma correlagédo entre
0s ensaios para a fase Acetato de Etila e Fase Aquosa, as quais apresentaram o0s
melhores resultados para o ensaio. Pode-se ressaltar também que para a fase
acetato de etila, que apresentou o melhor resultado, foram verificadas diversas
substancias com espectro ultravioleta na regido de 254nm, que pode ser
correlacionado com substancias fenodlicas e, assim, justificando a melhor atividade

antioxidante observada, quando comparada as demais fragbes testadas.

5.8 — Avaliacao da Atividade Citotoxica em Células Normais

A colaboragdo com o Laboratorio de Citologia e Biologia Celular da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, visou contribuir para os resultados de
citotoxicidade (MTT) em queratinécito normal de pele humana (HaCaT), uma vez
que uma das atividades biolégicas descritas para o Cha de Bugre é a atividade
cicatrizante.

No presente estudo, foi avaliada a atividade citotéxica do Extrato Bruto, Fase
Hexanica, Fase Acetato de Etila e Fase Aquosa obtidas de Cordia ecalyculata Vell.
em queratinécito normal de pele humana transformado pelo SV-40 (HaCaT), como
pode ser observado na figura 30.
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Foi possivel perceber que os extratos apresentaram efeito dose-resposta em
célula normal de epitélio humano imortalizada. Aparentemente, a melhor resposta
citotoxica foi observada no tratamento com a Fase Hexanica, porém nao houve

grande diferenca entre os outros extratos testados.
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Figure 30. Ensaio de citotoxicidade (MTT). Porcentagem de células viaveis em queratinécitos normal
de pele humana HaCaT, tratadas com Extrato Bruto, Fase Hexanica, Fase Acetato de Etila e Fase
Aquosa nas concentragdes de 3.9 a 125ug/mL por 24 horas. Os dados referem-se as médias de trés
experimentos independentes e erro padrao (M + EP). CP (controle positivo). CV (controle de veiculo).

A verificacdo de que tanto o extrato bruto como as fracbes testadas néo
apresentaram citotoxicidade € um fato bastante importante, principalmente porque
foram testadas células relacionadas ao processo de cicatrizagao (queratinécitos
normais de pele humana). Uma vez que sao descritas atividades cicatrizantes para a
Alantoina, estes estudos sdo fundamentais para que sejam utilizados como base em

futuras avaliagdes para atividade cicatrizante.

5.8 — Avaliacao da Atividade Citotoxica em Células Tumorais
A atividade citotdxica de todas as amostras estd apresentada na Tabela 27,

com seus respectivos percentuais de inibigao.
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Tabela 27. Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das amostras em trés linhagens
tumorais testadas na dose Unica de 50ug/mL para extrato bruto e 25ug/mL para particbes. Valores
sdo médias = DPM.

MDA/MB-435 SF-295 HCT-8
AMOSTRAS

Média DPM Média DPM Média DPM

Fragdo Hexanica 19,2 1,4 17,9 2,2 37,9 3,4
Fragédo Ac. de Etila 29,3 1,1 8,6 1,3 48,9 1,9
Fragédo Aquosa 26,0 1,3 33,1 2,2 56,4 1,1
Extrato Bruto 29,3 4,3 21,4 1,3 52,7 2,6
Doxorrubicina 92,3 2,3 93,3 1,8 97,0 1,1

A partir dos resultados, pode-se perceber que as porcentagens de inibicdo
para a linhagem HCT-8 (Colon humano) foram as mais expressivas, chegando a
valores de aproximadamente 56% de inibicdo para a fase aquosa. Apesar disso,
pode-se dizer que o0 extrato e também as fragbes de C. ecalyculata nao
apresentaram resultados significativos para o ensaio de citotoxicidade em células

tumorais.



CAPITULO 6

CONCLUSOES

Pode-se concluir que os objetivos propostos foram atingidos. Foi realizada
uma extensa revisdo bibliografica focada nos aspectos botanicos, quimicos e
farmacolégicos da espécie em questdo. Com isso, buscou-se além de um
conhecimento mais aprofundado da espécie, avaliar todos os estudos cientificos ja
descritos e publicados para tal.

Neste estudo também foi desenvolvido um método cromatografico via CLAE
para a determinacao quali e quantitativa do marcador quimico Alantoina. Os valores
obtidos para a matéria prima foram de 0,32% na média, 0,75% para o extrato bruto,
0% para a fase hexanica, 0,15% para a fase acetato de etila e 1,54% para a fase
aquosa.

O método analitico para a determinacdo de alantoina também foi validado
segundo os parametros preconizados pela RE899 da Anvisa, tendo seus resultados
condizentes com as especificagdes e, por isso, pode ser seguramente aplicado nos
laboratérios de controle de qualidade em suas analises quimicas. Além de seguro, 0
método também é bastante simples, rapido e facilmente aplicavel em um laboratério
que demanda diversas andlises durante um mesmo dia.

Em relacdo aos estudos farmacolégicos, foram avaliadas as atividades
antihemorragica, antifungica, antioxidante e citotdéxica para células normais e
tumorais.

A atividade antihemorragica frente ao veneno de B. jararaca, apresentou um
valor de 74,83% de inibicdo hemorragica para a fase acetato de etila. Esta atividade
esta relacionada a presenca de compostos com caracteristicas fendlicas, ja que
estes sao capazes de atuar competitivamente as metaloproteinases, que necessitam
de metais (no caso Zn?*) para que possam exibir suas funcdes. Além disso, 0s
compostos fendlicos puderam ser evidenciados na fase acetato de etila através de
seus espectros de absorcdo na regido do ultravioleta, apresentando bandas na
regiao de 254nm.

A atividade antifungica frente aos microorganismos patogénicos humanos

Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis e Cryptococus neoformans também foi
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avaliada, porém os resultados de CIM para as amostras foram bastante altos frente
ao padrao Anfotericina B utilizado, o que indica uma atividade antifungica muito
pouco pronunciada.

A atividade antioxidante ndo apresentou resultados significativos tanto para o
ensaio com o DPPH como para o descoramento com [B-Caroteno em todas as
amostras testadas. Apesar disso, pode-se verificar que, entre as fragbes, a fase
acetato de etila foi aquela que apresentou melhores resultados, os quais, mais uma
vez, podem estar relacionados aos compostos fenélicos evidenciados nesta fragao.

Foi avaliada também a atividade citotéxica em queratinécitos normais de pele
humana. Os resultados indicaram que mesmo em concentragdes da ordem de
3,9ug/mL ha em média 40 — 50% de viabilidade celular. Aparentemente, a maior
resposta citotéxica foi observada no tratamento com a Fase Hexanica, porém nao
houve diferenga significativa entre os outros extratos testados. A ndo observagao de
citotoxicidade neste tipo de células é um resultado importante para que estudos
futuros relacionados a atividade cicatrizante sejam realizados. Varias referéncias
citam esta atividade para a alantoina, porém, sdo muito poucos os estudos que
relatam as concentragdes iniciais a serem utilizadas para sua avaliagdo, sem causar
toxicidade as células.

Em relacdo a citotoxicidade para células tumorais, a Fase Aquosa apresentou
os melhores resultados, com uma % de inibicao de aproximadamente 56%. Apesar
disso, os resultados ndo conferem atividade citotoxica significativa tanto para o
extrato como para as fragdes avaliadas de C. ecalyculata.

Outra informagdo importante, que pode servir de base para estudos
farmacologicos futuros com a espécie, € o fato de ndo ser observada atividade
antitlcera, como descrito na revisao bibliogréafica realizada. A ndo observacao deste
tipo de atividade pode ser utilizada como indicativo para a observagéo de atividade

antiinflamatdéria para a espécie.
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