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RESUMO

A espécie Justicia pectoralis da familia Acanthaceae, presente no Norte, Nordeste e Centro-Oeste do
Brasil, conhecida popularmente por nomes como chambd, anador, trevo-arvore ou trevo-cumaru e
pertencente ao projeto Farmécias Vivas, sendo também encontrada no Registro Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse do Sistema Nacional de Satude (RENISUS) por ser muito utilizada na medicina
popular na forma de xarope para tratamento de doengas respiratdrias. Seus metabolitos majoritarios
pertencentes a classe das cumarinas. Estudos indicam a presenca de atividades antioxidante, anti-
inflamatdria, antinociceptiva e de relaxante muscular. Os extratos secos vegetais tém sido alvo de grande
interesse pelas inddstrias farmacéuticas, pois apresentam exatidao de dosagem e facilidade de manuseio,
além de estabilidade fisico-quimica, sendo, portanto, uma forma de uso segura e eficaz para
medicamentos. Assim, este trabalho teve como principal objetivo a obtencdo formas farmacéuticas
solidas através de estudos tecnologicos. Foram entdo, realizadas a caracterizagdo fisico-quimica da
matéria-prima vegetal (MPV), para producdo de solugdes extrativas (SE) por decocgdo sob refluxo,
seguida pela secagem dessas solucfes em equipamento de leito fluidizado para avaliacdo dos extratos
secos por aspersdo (ESA) e adigdo de adjuvantes originado os produtos secos por aspersdo (PSA),
através de planejamento fatorial. Além de realizar avaliacdo destas secagens através de analises
cromatograficas, microbioldgicas, de espectroscopia, de varredura eletrénica e de viabilidade celular.
Em relacdo aos resultados para MPV, classificada como p6 moderadamente grosso e de boa fluidez,
notou-se diferenca significativa para teor de extrativos da solugdo aquosa, indicando que a 4gua seria 0
melhor solvente extrator. Pela caracterizacdo da SE, resultados significantes foram encontrados para SE
aquoso no residuo seco (RS) e teor de polifenais totais (PFT). Apds secagem e obtencéo dos ESA, apesar
de ndo ter apresentado melhor resultado para RS, o rendimento foi igual estatisticamente para os dois
ESA em teste, assim como nos resultados dos PSA, ressaltando que, o ESA apresentou resultados
superiores aos dos PSA, com 78,47 e 85,80%, para hidroalcodlico e aquoso respectivamente. E apesar
da perda por dessecacdo (PD) do ESA hidroalcodlico ndo ter se enquadrado na literatura, assim como
0s PSA, através da atividade de agua pdde-se comprovar estabilidade microbiolégica destes p6s. Para
anélise de Fator de Hausner (FH) e indice de Carr (IC) ndo foram encontrados resultados eficientes, ou
seja, 0s pds ndo apresentaram boas caracteristicas de fluidez e escoamento. Em anélise morfoldgica
através de microscopia de varredura eletronica (MEV), os p6s apresentaram-se diferentes, sendo o pé
de ESA hidroalcodlico de superficie mais lisa e uniforme. Pela espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), observou-se que os solventes ndo apresentaram grandes diferencas
entre si, assim como apds processo de secagem, todos 0s compostos mantiveram-se estaveis, mesmo
com adicdo de adjuvantes. Em teste de teor de polifendis totais (PFT), novamente diferenciando-se da
SE, o ESA hidroalcéolico mostrou-se superior nos dois métodos testados, e esses resultados
mantiveram-se nos PSA, indicando que ndo houve favorecimento pela presenca de adjuvantes. Sobre o
teor de cumarina e umbeliferona, todos as secagens, com excecdo das realizadas com ESA
aquoso-+adjuvantes, apresentaram resultados interessantes. No teste de viabilidade celular, os extratos
secos, demostraram ndo ser citotoxicos na concentra¢do de 100 pg/ml. Sendo assim, pode-se concluir
que o processo de secagem favoreceu fatores importantes, como manutencao da integridade e o aumento
da concentracédo dos principios ativos do estudo.

Palavras-chave: secagem por aspersdo; plantas medicinais; chambd; cumarinas; superficie de
resposta.



ABSTRACT

The species Justicia pectoralis of the family Acanthaceae, present in the North, Northeast and Midwest
of Brazil, popularly known by names like chamb4, anador, clover-tree or clover-cumaru and belonging
to the Farméacias Vivas project, also being found in the National Registry of Medicinal Plants of Interest
to the National Health System (RENISUS) for being widely used in popular medicine in the form of
syrup for the treatment of respiratory diseases. Its major metabolites belonging to the coumarin class.
Studies indicate the presence of antioxidant, anti-inflammatory, antinociceptive and muscle relaxant
activities. Dry plant extracts have been a target of great interest for the pharmaceutical industries, as
they present dosage accuracy and ease of handling, in addition to physical-chemical stability, being,
therefore, a safe and effective form of use for medicines. Thus, this work had as main objective to obtain
solid pharmaceutical forms through technological studies. Then, the physical-chemical characterization
of the vegetable raw material (MPV) was carried out, for the production of extractive solutions (SE) by
decoction under reflux, followed by the drying of these solutions in fluidized bed equipment to evaluate
the dry extracts by spraying (ESA) and addition of adjuvants originating the spray dried products (PSA),
through factorial planning. In addition to evaluating these dryings through chromatographic,
microbiological, spectroscopic, electronic scanning and cell viability analyzes. Regarding the results for
MPV, classified as moderately coarse powder with good fluidity, a significant difference was noted for
the extractive content of the aqueous solution, indicating that water would be the best extractor solvent..
By characterizing the SE, significant results were found for aqueous SE in the dry residue (RS) and total
polyphenol content (PFT). After drying and obtaining the ESA, despite not having presented a better
result for RS, the yield was statistically equal for the two ESA under test, as well as in the results of the
PSA, noting that, the ESA presented results superior to those of the PSA, with 78 , 47 and 85.80%, for
hydroalcoholic and aqueous, respectively. And although the loss by desiccation (PD) of the
hydroalcoholic ESA did not fit in the literature, as well as the PSA, through the water activity it was
possible to prove microbiological stability of these powders. For the analysis of Hausner Factor (FH)
and Carr Index (IC), no efficient results were found, that is, the powders did not present good flow and
flow characteristics. In morphological analysis using scanning electron microscopy (SEM), the powders
were different, with the ESA powder having a smoother and more uniform surface. By spectroscopy in
the infrared with Fourier transform (FTIR), it was observed that the solvents did not present great
differences between themselves, as well as after drying process, all compounds remained stable, even
with the addition of adjuvants. In a total polyphenol content test (PFT), again differing from SE,
hydroalcoholic ESA proved to be superior in the two methods tested, and these results were
maintained in PSA, indicating that there was no favoring by the presence of adjuvants. On the
content of coumarin and umbeliferone, all as drying, with the exception of those performed
with agueous ESA + adjuvants, interesting results. In the cell viability test, the dry extracts
proved to be non-cytotoxic at a concentration of 100 pg / ml. Thus, it can be conquered that the
drying process favored important factors, such as maintaining integrity and increasing the
concentration of the study's active principles.

Keywords: spray drying; medicinal plants; chambd; coumarins; response surface.
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1 INTRODUCAO

A espécie Justicia pectoralis pertence a familia Acanthaceae, a qual compreende cerca
de 250 géneros com 2.500 espécies (WASSHAUSEN & WOOD, 2004), podendo ocorrer
espontaneamente ou ser cultivada, em geral por estaquia, no México, Venezuela, Trinidad,
Cuba, Jamaica, Oeste do Equador, Norte e Nordeste do Brasil (OLIVEIRA & ANDRADE,
2000).

Nomeada popularmente como chamba, chachamba, anador, trevo-arvore ou trevo-
cumaru no nordeste brasileiro (NUNES et al., 2018) essa espécie esta na lista de plantas
potencialmente Uteis para fins de fitoterapia, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), sendo indicada como um expectorante através do uso interno pelo preparo
de infusdo com 5¢g de partes aéreas secas para 150 mL de 4gua (BRASIL, 2011).

As partes aéreas da "chamb@" sdo utilizadas na forma de preparacgdes artesanais ou como
formulacdo farmacéutica (xarope) indicadas para o tratamento de doencas respiratdrias, como
tosse, bronquite e asma (MATQOS, 2000; OLIVEIRA & ANDRADE, 2000). Um estudo
preliminar revelou propriedades antiasmaticas potenciais de um extrato aquoso obtido de J.
pectoralis por sua capacidade de inibir a contracdo induzida pela histamina na traqueia de
porquinhos-da-india (CAMERON et al., 2015).

No nordeste brasileiro, em particular no estado do Ceara, pesquisadores tém se engajado
no estudo sistematico de espécies pertencentes ao projeto ‘Farmacias Vivas’ (MATOS, 2000),
incluindo Justicia pectoralis, que também é encontrada no Registro Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse do Sistema Nacional de Saide (RENISUS) (BRASIL, 2009a).

Segundo Fonseca (2009) os metabolitos majoritarios dessa espécie pertencem a classe
das cumarinas. Estudos fitoquimicos realizados em Justicia pectoralis revelaram a presenca de
varias substancias incluindo cumarina (1,2-benzopirona) e umbeliferona (7-hidroxicumarina),
glicosilflavonas orto-metoxiladas e justicidina B (LEAL et al., 2000; JOSEPH et al., 1988).

Estudos feitos com extrato seco padronizados de Justicia pectoralis evidenciaram que
em tratamento, foi capaz de prevenir a formacdo de Ulceras géstricas induzidas pelo etanol
(FONSECA & LEAL, 2012), além de apresentar atividade antioxidante in vitro do extrato seco
(0,0138-2,97 mg/mL) na peroxidacéo lipidica em homogenatos de cérebro de ratos (TRUEBA
et al., 2001), e em um modelo de diabetes induzido por estreptozotocina (nitrosoamida que
destroi as células B do pancreas), os ratos normalizaram seus parametros de peroxidacao lipidica
apos a administracdo de umbeliferona (30 mg/kg, peso corporal), sugerindo um possivel efeito
nas celulas B do pancreas (RAMESH & PUGALENDI, 2006).
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Dentre as formas de estudos de avaliagdo de compostos naturais, os métodos in vitro
apresentam uma série de vantagens, como permitir o uso de células de origem humana, além
de ter baixo custo, sdo reprodutiveis, oferece maior nimero de variaveis experimentais,
possibilita a interpretacdo e elucidacdo de mecanismos celulares e moleculares (HELGASON
e MILLER, 2005). No processo de descoberta de novos farmacos, a cultura de células fornece
uma importante ferramenta para o estudo da citotoxicidade definindo o potencial de morte
celular e as alteracfes morfologicas causadas pela substancia em teste (PERES & CURI, 2005;
MELO et al., 2001).

1.1. Justificativa

A espécie Justicia pectoralis Jacg. é bastante utilizada na medicina popular da regido
Amazénica, com comprovacdo cientifica de algumas acbes bioldgica, como atividades
antioxidantes, anti-inflamatorias, antinociceptivas e relaxantes musculares (TRUEBA et al.,
2001; LINO et al., 1997; LEAL et al., 2000).

Os extratos secos vegetais tém sido alvo de grande interesse pelas industrias
farmacéuticas, principalmente, para a producdo de formas farmacéuticas sélidas, pois estas
apresentam exatidao de dosagem e facilidade de manuseio, transporte e armazenagem, além de
demonstrarem, em geral, maior estabilidade quimica, fisica e microbioldgica (PACHU, 2007).

A atual forma farmacéutica a base de chamba usada é o xarope, preparada a partir do
seu extrato hidroalcodlico, o que a torna susceptivel a apresentar oscilagdes em sua qualidade,
pois sabe-se que esta forma farmacéutica esta mais propensa a variac6es de seus marcadores, e
na densidade, pH, residuos sélidos (FONSECA, 2009).

Dessa forma, nota-se a importancia do uso da tecnologia farmacéutica na producdo e
controle de qualidade para obtencdo de uma forma farmacéutica com exatiddo de dosagem,
facilidade de manuseio e estabilidade quimica e fisica, caracteristicas estas, que podem ser
alcancadas com estudos tecnologicos para a transformacdo da droga vegetal em uma forma

farmacéutica que possa ser utilizada com seguranca e eficacia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1.  Fitoterapia e plantas medicinais

A medicina tradicional, principalmente a que se baseia no uso de plantas medicinais,
possui uma posicdo respeitada em todas as partes do mundo e tem uma grande importancia
econbmica, especialmente nos paises em desenvolvimento onde o servi¢o saide moderno é
limitado e por vezes acaba representando o Unico tratamento acessivel (AGRA et al., 2007).

A planta medicinal é todo vegetal que contém, em uma ou Vvarias partes, substancias que
podem ser empregadas para fins terapéuticos (BRASIL, 2014). Ja os fitoterapicos sdo
medicamentos obtidos empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais e é
caracterizado pelo conhecimento de sua eficacia e dos riscos do seu uso assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (BRASIL, 2004a).

As plantas medicinais sdo importantes fontes de substancias bioativas com valor
terapéutico e nutricional. As preparacfes fitofarmacéuticas sao interessantes nos paises em
desenvolvimento devido ao seu facil acesso, principalmente para pessoas pertencentes a grupos
de baixa renda. Contudo, os fitoterapicos precisam ser avaliados para garantir sua qualidade,
seguranca e eficacia durante seu uso (CORTES-ROJAS & OLIVEIRA, 2012).

A qualidade de um fitoterapico é dada por um conjunto de fatores que incluem desde a
matéria-prima, controles do processamento e da forma farmacéutica (CARDOSO et al., 2017).

A industria de plantas medicinais e de fitoterapicos constituem uma importante fonte de
inovacdo em salde e pode fortalecer a producdo e a inovacao locais com base na exploracao da
rica biodiversidade brasileira. O que possibilita 0 aumento de opgdes terapéuticas ofertadas aos
usuarios do Sistema Unico de Satde (SUS) a fim de melhorar atencdo a saude e de inclusio
social (HASENCLEVER et al., 2017), representando um importante componente econémico e
de saude da biodiversidade, além da conservagéo e de uso sustentavel (RHAMAN et al., 2004).

Como as plantas contém varios constituintes quimicos, a fabricacdo de fitoterapicos
envolve o processamento uniforme de materiais de origem vegetal para que o produto final
contenha um marcador de referéncia na concentracdo desejada do constituinte ativo. Tendo
como 0 mais importante para o tratamento a administragdo do ativo doses terapéuticas
apropriadas (FALZON & BALABANOVA, 2017).

Os fitoterapicos, que contém como ingredientes ativos partes de plantas ou outros
materiais vegetais ou combinagdes destes, foram e continuam a ser utilizados em todos os paises

do mundo como medicamentos tradicionais. Em grande parte dos paises em desenvolvimento
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cerca de 70% a 95% da populacdo dependem desses remedios tradicionais para a atencéo
primaria (WHO, 2011).

A fitoterapia pode e deve ser considerada como um campo de interacdo de saberes e
praticas que valoriza: os recursos culturais, praticas e saberes locais, a preservacao das riquezas
naturais e da biodiversidade, a interacdo dos usuarios com a natureza e com os profissionais da
equipe de saude, além de enriquecer as possibilidades terapéuticas autbnomas e heterénomas.
Assim, foram criados movimentos populares, diretrizes de varias conferéncias nacionais de
salde e politicas nacionais (ANTONIO et al., 2013; BRUNING et al., 2012).

No Brasil, a criacdo do Sistema Unico de Saude (SUS) possibilitou a aprovacgdo de
regulamentos que incluem a participacdo da sociedade civil na construgdo de politicas de saude,
com acdes para atencao e cuidado da saude das familias. Isso foi fundamental para a elaboracéo
de politicas especificas para atender a incorporacdo da fitoterapia no SUS como a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL, 2006a) e a Politica
Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) (BRASIL, 2006b).

O Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos veio para estabelecer acfes
pelos diversos parceiros, em torno de objetivos comuns voltados a garantia do acesso seguro e
uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil, através da promocdo do uso
sustentavel da biodiversidade e do desenvolvimento da cadeia produtiva e da indUstria
(BRASIL, 2008; BRASIL, 2009b).

As Préticas Integrativas e Complementares tém por objetivo a prevencdo, promogéo e
recuperacdo da salde na atengdo basica, garantindo qualidade, eficécia, eficiéncia e seguranca
no uso, além de estimular alternativas inovadoras e socialmente contributivas ao
desenvolvimento sustentavel de comunidades. Uma das suas diretrizes € a disponibilizacdo de
plantas medicinais e/ou fitoterapicos nas unidades de Saude utilizando um ou mais dos
seguintes produtos: in natura, seca (droga vegetal), fitoterapico manipulado e/ou fitoterapico
industrializado (BRASIL, 2015).

A criacdo das politicas nacionais para a fitoterapia abriu perspectivas de
desenvolvimento de estudos com as plantas medicinais, 0 que deu ao Brasil um papel de
destaque no cenario mundial na producéo de medicamentos fitoterapicos (CARVALHO et al.,
2008).

Varios produtos naturais e compostos medicinais a base de plantas demonstraram
excelente eficacia terapéutica contra infec¢cGes humanas e distarbios metabolicos (NEWMAN
& CRAGG, 2012).
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A seguranca do paciente tem sido um assunto recorrente na pauta de discussoes
internacionais, em virtude da grande necessidade da elaboragéo de processos mais seguros para
uma reducdo significativa de danos evitaveis a salde das pessoas. A seguranca do paciente é
considerada essencial na formacao dos profissionais de salde, a fim de alcancar um sistema de
salde confiavel para minimizar a incidéncia e os impactos dos danos e maximizar a recuperagao
com qualidade (BRASIL, 2013a; PEREIRA et al., 2015).

O uso de plantas medicinais ganhou importancia na area da salude, pois as drogas
sintéticas causam indesejados e as vezes imprevisiveis efeitos colaterais que certamente podem
ser mais perigosos do que as doencas que eles alegam tratar. Embora alguns medicamentos a
base de plantas também tenham alguns efeitos adversos sérios (como a vincristina), moléculas
naturais sao geralmente menos toxicas e produzem menos efeitos colaterais do que farmacos
sintéticos. Sendo assim consideradas mais seguras, de melhor tolerancia para paciente, menos
caros e, portanto, globalmente competitivos (SEN et al., 2011).

A grande maioria da populagdo tem facil acesso as ervas e plantas medicinais, sendo de
fundamental importancia que se faca a comprovacdo de quais sdo realmente eficazes no
tratamento das doencas para as quais estdo indicadas e, principalmente, a verificacao de que as
mesmas nao apresentam toxicidade significativa que possa inviabilizar o seu uso terapéutico
(LINHARES, 2012).

Dados extraidos do banco IMS Health/PPP mostram que o mercado de fitoterapicos
brasileiro é economicamente relevante e apresenta potencial de crescimento. Em 2014, foram
vendidas cerca de 56 milhdes de unidades, faturando um total de R$ 1,1 bilhdo de reais. Estes
nameros representam 1,9% em unidades e 2,8% em faturamento da participacdo dos
fitoterapicos no mercado total de medicamentos (BRASIL, 2016).

2.2. Farmécia viva

As Farmacias Vivas foram concebidas ha quase 30 anos como um projeto da
Universidade Federal do Ceara, que tinha como finalidade promover a assisténcia social
farmacéutica nas comunidades para cuidados priméarios em saude, baseado nas recomendacdes
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (SANTOS & FONSECA, 2012).

O bom funcionamento do programa necessita da colaboragéo de trés profissionais, pois
suas atividades sdo complementares: o médico, responsavel pelo diagnostico e orientacdo do

tratamento; o farmacéutico, pela identificacdo das plantas e orientacdo desde a sua coleta até a
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preparacdo e controle de qualidade dos remédios fitoterdpicos; e o agronomo, pelas orientagdes
de boas préticas de cultivo e preparo das mudas (MATOS, 2002).

O Ministério da Saude instituiu para os municipios a “Farmacia Viva” no ambito do
Sistema Unico de Satde (SUS), considerando a Politica e 0 Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos e a Politica Nacional de Assisténcia Farmacéutica (PNAF), através
da Portaria GM/MS n° 886, de 20 de abril de 2010, que respeita as caracteristicas
socioambientais e serviu como base para oferta de fitoterapicos e de plantas medicinais, que
atendam a demanda e as necessidades locais e que podem ser utilizadas diretamente na atencéo
béasica de satde (BRASIL, 2006a; BRASIL, 2008; BRASIL, 2004b; BRASIL, 2010).

Como consequéncia, a Farmécia Viva possibilita a selecdo das plantas ja usadas pela
populacdo, estimulando o dialogo entre os saberes populares e cientificos (ARAUJO, 2002).

Juntamente com a RDC n® 18/2013 determina-se 0s requisitos minimos exigidos para o
exercicio das atividades de preparacdo de plantas medicinais e fitoterapicos em farmacias vivas,
visando a garantia de sua qualidade, seguranca, efetividade e promocdo do seu uso seguro e
racional (BRASIL, 2013b).

Um dos desafios para os avancos e implementacdo dos servicos de Fitoterapia e
Farmacias Vivas no SUS é o estabelecimento de métodos e parametros a serem aplicados no
controle de qualidade da matéria-prima vegetal, produtos derivados e a melhoria das
formulacGes farmacéuticas (CARDOSO et al., 2017).

2.3. Justicia pectoralis Jacq.

Acanthaceae é uma grande e diversa familia Pantropical que compreende cerca de 3250
espécies distribuidas em 240 géneros, e destes, aproximadamente 2.000 espécies dos 85 géneros
ocorrem na América (WASSHASEN & WOOD, 2004). No Brasil a familia é representada por
453 espécies, destas 253 endémicas, em 41 géneros (PROFICE et al., 2015).

A Justicia L., maior género da familia Acanthaceae, possui mais de 600 espécies de
ocorréncia em regides tropicais e subtropicais (GRAHAM, 1988) e, de acordo com PROFICE
et al., (2015), no Brasil ocorrem 128 espécies, sendo 72 endémicas.

A especie Justicia pectoralis Jacq. tem ocorréncia confirmadas no Norte (Acre,
Amazonas, Para, Ronddnia, Roraima), Nordeste (Ceard, Maranhdo), Centro-Oeste (Goias,
Mato Grosso). (PROFICE et al., 2015).

Suas folhas tém coloracdo verde-clara (Figura 1) e consisténcia membranécea, com

lamina foliar lanceolada medindo 2 a 6 cm de comprimento e 0,4 a 1,0 cm de largura, peciolo
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de 0,2 a 0,5 mm de comprimento, com &pice atenuado, base aguda e margem inteira, com
tricomas em ambas as faces. (BRASIL, 2019b).

Figura 1 - Plantacéo Justicia pectoralis Jacq.

Fonte: Arquivo pessoal.

2.3.1. Composicdo fitoquimica

H& um aumento do interesse global para identificar compostos antioxidantes de fontes
vegetais que sejam farmacologicamente potentes e tenham efeitos secundarios baixos ou nulos
para utilizacdo em medicina protetora e na industria alimentar (SEN, 2010).

O emprego medicamentoso desta planta deve ser feito com o cuidado, pois 0 uso de suas
folhas secas, quando mal conservadas, podem ter efeito altamente hemorragica causada pela
modificacdo quimica de cumarina em dicumarol (bishidroxivarfarina) provocada por fungos
(LORENZI & MATOQOS, 2008).

A composi¢do do extrato de folhas de J. pectoralis apresenta cumarina, fenois,
flavondides, esteroides, triterpendides, alcaldides, taninos e saponinas e estas substancias
podem contribuir para as atividades bioldgicas ja observadas (LEAL et al., 2000; OLIVEIRA
& ANDRADE, 2000; LIZCANO et al., 2010).

A estrutura quimica dos compostos fendlicos é formada por pelo menos um anel
aromatico com um ou mais grupos hidroxila, sendo encontrados na natureza associados a mono-
ou polissacarideos (glicésidos) ou derivados funcionais, tais como ésteres ou ésteres metilicos.
Esse grupo abrange uma ampla variedade de substancias quimicas, cerca de 8.000, que s&o

classificados conforme o nimero de carbonos existente em sua molécula, tais como: fenodis
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simples, &cidos benzoicos, &cido fenilacético, acido cindmico, cumarina, liguininas e
flavonoides, entre outros (GARCIA-SALAS et al., 2010).

As substancias fendlicas produzidas pelas plantas se enquadram em varias categorias,
como fendis simples (com um Unico anel aromatico), acidos fenolicos (derivados de acido
benzdico e cindmico), cumarinas, flavondides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis,
lignanas e lignina (NACZK & SHAHIDI, 2004).

Substancias como acido elagico ja foram quantificados através de analise
cromatografica, mostrando ter o mesmo perfil de contetdo de cumarina em extratos aquosos e
organicos das folhas de J. pectoralis, sendo maior em extrato aquoso (NUNES et al., 2018).
Outros metabolitos, como saponinas e &cido 3-(2-hidroxifenil) propidnico também foram
relatados e quatificados em extratos de folhas desta espécie (DE VRIES et al., 1988; FONSECA
etal., 2010).

Na legislacéo vigente, RDC n° 26/2014, que dispde sobre o Registro de medicamentos
fitoterapicos e o registro e a notificacdo de produtos tradicionais fitoterapicos (modificada pela
RDC n° 66/14), € importante que haja a presenca de um marcador para fins de referéncia no
controle da qualidade da matéria-prima vegetal e do fitoterpico e para correlacdo com a
eficacia clinica relatada em literatura (BRASIL, 2014).

A cumarina (1,2-benzopirona) e a umbeliferona (7-hidroxicumarina) (Figura 2) séo os
principais metabdlitos secundarios da J. pectoralis, por isso tém sido utilizados como
marcadores analiticos para o controle de qualidade da droga vegetal, extrato e fitomedicina de
J. pectoralis (LEAL et al., 2017; KOSTOVA, 2005; CHANFRAU et al., 2008).

Figura 2 - Estrutura da 1) Cumarina e 2) Umbeliferona.

m m
1) O O )y HO 0] 0

Os derivados de cumarina sintética e compostos naturais apresentaram atividade anti-

2

inflamatdria muito promissora (BANSAL et al., 2013). A substancia natural cumarina é o
membro mais simples desta classe de heterociclicos e seu home coincide com o0 nome desta
familia de compostos; a umbeliferona é o derivado hidroxilado na posi¢do 7 (CUNHA et al.,
2015).
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2.3.2. Aplicagdes e atividade bioldgica

O chamba também pode ser conhecido popularmente como "anador”, nome este
aplicado por causa de sua potente atividade anti-inflamatoria que, diminuindo a inflamacéo faz
passar a dor, sendo entdo comparado a um produto farmacéutico analgésico e antipirético a base
de dipirona. Na literatura a etnofarmacologia da Justicia pectoralis é reportada como medicagao
contra reumatismo, cefaleia, febre, cdlicas abdominais, inflamacdes pulmonares, tosse e
também como expectorante, sudorifica e afrodisiaca. (LORENZI & MATOS, 2008).

E uma planta medicinal com uma longa histéria de uso tradicional na América Central,
onde é comumente chamada de "tilo ou mato de carpinteiro™. Na Costa Rica, extratos etanolicos
secos das partes aéreas de J. pectoralis sdo comumente vendidos como um remédio para dormir,
sem receita médica, sob o nome de Estilo®. Ja& nos mercados, o material vegetal seco é
amplamente anunciado como um tratamento para a menopausa e outras doengas menstruais
(LOCKLEAR et al., 2007).

Todas as partes de J. pectoralis sdo usadas como droga, podendo ser frescos ou secos.
Sédo diversas as formas de uso, como xarope ou externamente as folhas esmagadas sdo usadas
como cataplasma e a forma mais comum o cha (infusdo ou decocc¢éo), alguns exemplos estdo

representados abaixo na Tabela 1.

Tabela 1 - Formas de uso e preparacdes da Justicia pectoralis Jacq.

Parte Uso Preparacgao Referéncia
L Extrato aquoso por Venancio et al.,
Ansiolitico )
maceracéo 2011.

Efeitos estrogénicos,

progestagénicos e anti- .
Extrato metandlico por

inflamatdrios, para uso na 3 Locklear et al., 2010
. maceracao
Partes aéreas menopausa e colicas
menstruais

Expectorante, erupgdes Cano & Volpato,

alérgicas, hipotensor, sonifero, Decoccdo 2004; Moreno et al.,
calmante e sedativo 1994
Extrato etanolico por Macrae & Towers,

Relaxante do musculo liso y
decocgédo 1984
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Folhas

Anti-histaminico e anti-

inflamatério

Extrato aquoso por
decocgéo

Cameron et al., 2015.

Asma, tosse, bronquite e

expectorante

Xarope

Agra et al., 2007

Menstruacdo, diurético, frio e

tosse

Extrato aquoso por

infusao

Tene et al., 2007

Broncodilatador, anti-

Extrato hidroalcodlico

Leal et al., 2000

inflamatdrio e antinociceptivo

Diabetes, relaxante do

musculo liso em doengas
Extrato aquoso por
Folhas e caule

respiratdrias, doencas da Lizcano et al., 2010

) ) ) infusdo
prostata, antibacterianas e
sedativas
Folha, flor e ) Extrato etan6lico por
Sedativo ) Parra et al., 2001
caule percolacédo
o o Extrato etan6lico por
Planta inteira Epilepsia Awad et al., 2009

maceracao

Os principais constituintes quimicos de J. pectoralis, a cumarina (1,2-benzopirona) e
umbeliferona (7-hidroxicumarina) (MACRAE & TOWERS, 1984; OLIVEIRA et al. 2000;
FONSECA et al., 2010), encontradas isoladas das partes aéreas de J. pectoralis mostraram
atividade anti-inflamatéria em ratos (2,5 a 5 mg/kg, via oral) (LINO et al., 1997).

A umbeliferona (30, 60 e 90 mg/kg, via oral) atenua a inflamacdo das vias aéreas em
um modelo murino de asma (VASCONCELOS et al., 2009). Também tem um efeito anti-
hiperglicémico em ratos diabéticos com estreptozotocina (30 mg/kg de peso corporal)
comparavel a glibenclamida (RAMESH & PUGALENDI, 2006).

O extrato hidroalcoélico padronizado de J. Pectoralis, administrado através de gavagem
em ratos sensibilizados com solucéo salina ou ovoalbumina, demostrou efeitos inibitérios no
mausculo liso traqueal de ratos em um modelo de alérgeno com caracteristicas da asma clinica,
como hiper-reatividade brénquica. Essa diminuiucao da capacidade de resposta exacerbada da
traqueia de rato causada pelo teste com o antigeno sensibilizante, reforgcou a nogdo de que o
extrato de J. pectoralis possui atividades antiasmaticas (MOURA et al., 2017).

Em estudo recente com extrato seco de J. pectoralis, 0s constituintes quimicos

presentes, 1,2-benzopirona e umbeliferona com teor de 0,327% e 1,468% respectivamente, ndo
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induziu toxicidade materna em ratos Wistar e ndo alterou os parametros bioguimicos e de
desempenho reprodutivo nas doses de 300, 600 ou 1200 mg/kg durante a gestacdo de ratos.
Além disso, ndo apresentou sinais de embriotoxicidade e teratogenicidade (CARVALHO et al.,
2020).

Em geral, as preparagdes de J. Pectoralis podem ser consideradas de seguranca média
para evidéncia clinica de alivio sintomético de doencas respiratorias, exercendo um efeito anti-
inflamatdrio no trato respiratorio. Sendo até considerada por autores como um dos fitoterapicos
promissores para ajudar a reduzir o desconforto nos estagios iniciais de gripe leve em adultos
saudaveis no contexto de COVID-19, devido as suas margens de seguranca razoaveis e
evidéncias emergentes de eficacia, necessitando que a comunidade cientifica priorize o trabalho

com essa erva para sua integracdo total ao uso clinico (SILVEIRA et al., 2020).

2.4.  Secagem por aspersio

Para efetiva utilizacdo de plantas medicinais, torna-se necessario o processamento da
planta, no todo ou em partes, visando a sua adequacao a via e forma de administracdo, obtendo-
se formas farmacéuticas de acordo com a possibilidade tecnolégica e necessidade de uso
(SANTOS & FONSECA, 2012).

A partir de uma solucdo extrativa vegetal pode se obter o0 extrato seco, por meio de uma
técnica de secagem apropriada como a secagem em leito fluidizado, secagem por aspersdo em
Spray Dryer ou secagem por liofilizacdo (PAULA & PETROVICK, 1997).

Extratos vegetais secos por aspersdo tém sido utilizados como produtos finais e
intermediarios na obtencéo de diferentes formas farmacéuticas (VASCONCELOS et al., 2005).

A padronizacdo de extratos secos de plantas medicinais € um assunto importante e uma
estratégia promissora para as industrias de processamento de ervas, a fim de garantir um nivel
consistente e adequado de substancias bioativas, garantindo a seguranca, eficacia e qualidade
do produto, além de melhorar a estabilidade, manuseio, transporte e armazenamento desse
produto (OLIVEIRA et al., 2006; BOTT et al., 2010).

Um produto em po é desejavel para melhor de consumo, vida Gtil mais longa e facilidade
de manuseio. A secagem por aspersdo € um método comum de producdo de po, mas requer
temperatura muito alta, o que pode afetar adversamente a qualidade do produto (PANG et al.,
2014).

As preparacdes solidas sdo quimicamente mais estaveis que as liquidas. P6s e granulos

tambem séo convenientes para administrar altas doses de farmacos (SUMMERS, 2005).
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A fluidez depende de varios fatores como morfologia, tamanho e distribuicdo das
particulas, densidade, area e forgas de superficie, umidade, presenca de ativadores de fluxo,
processo produtivo) e composicao quimica (LAVOIE et al., 2002; STANIFORTH, 2005).

Dentre as vantagens de se produzir uma matéria-prima vegetal na forma de p6, pode-se
citar a maior estabilidade quimica, fisico-quimica e microbioldgica, facilidade de padronizacéo,
maior concentracdo de compostos ativos e elevada capacidade de transformacéo em diferentes
tipos de formas farmacéuticas sélidas (OLIVEIRA & PETROVICK, 2010). A secagem por
pulverizacdo pode ser aplicada tanto a farmacos resistentes ao calor como a farmacos sensiveis
ao calor, tanto a farmacos soltveis como insollveis em agua, ou a polimeros hidrofilicos e
hidrofébicos (RE, 2006).

A secagem por atomizacdo € um processo continuo, que se caracteriza pela
transformacéo de um liquido em um produto seco em tempo de secagem relativamente curto.
Esse liquido é atomizado, utilizando-se um sistema centrifugo ou de alta pressao, pelo qual as
goticulas atomizadas entram em contato com um fluxo de ar quente. Assim, ocorre uma rapida
evaporacdo, permitindo manter baixa a temperatura do produto, possibilitando a secagem de
produtos sensiveis ao calor sem afetar excessivamente sua qualidade (FERRARI et al., 2012).

Durante o processo de secagem por aspersdo forma-se um vacuolo dentro da particula
assim que uma casca se desenvolve na superficie, e infla quando a temperatura da particula
excede o ponto de ebulicdo ambiente local e a pressdo de vapor dentro se eleva acima da pressao
ambiente (Figura 3). Assim, em temperatura de secagem alta, a umidade €é evaporada
rapidamente e a casca se torna seca e dura, de modo que a particula oca ndo possa desinflar
quando o vapor se condensa dentro do vacuolo conforme a particula se move para as regides
mais frias do secador. Porém, sob temperatura de secagem mais baixa, a casca permanece imida
e flexivel por mais tempo, fazendo com que a particula oca possa esvaziar e murchar a medida
que esfria (NIJDAM & LANGRISH, 2006).
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Figura 3 - Formacéo de particulas através da secagem por aspersao.
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Fonte: Adaptada de CAO et al., 2000.

As diferengcas morfoldgicas entre os p6s obtidos em diferentes temperaturas também
podem surgir das caracteristicas fisicas da crosta, que pode ser flexivel e colapsada (quando séo
utilizadas temperaturas baixas e intermediarias) ou rigida e porosa (quando séo utilizadas altas
temperaturas) (ALLAMILLA-BELTRAN et al., 2005).

Dependendo da elasticidade e da permeabilidade da crosta, serdo produzidos distintos
materiais secos como esferas intactas, com superficie imperfeita ou fragmentada, sélidas ou
ocas (RANKELL et al., 2001).

A obtencdo de condi¢des 6timas de processamento é uma tarefa desafiadora devido a
complexa mistura de substancias presentes em um extrato vegetal (CORTES-ROJAS &
OLIVEIRA, 2012).

2.4.1. Encapsulacdo e Agentes de secagem

A encapsulacdo é um processo em que ocorre a inclusdo de pequenas particulas em um
material de revestimento, formando uma barreira fisica entre 0 meio externo e 0os materiais
sensiveis do nucleo, para protecdo desses compostos (DO CARMO et al., 2015). As substancias
a serem encapsuladas, podem apresentar-se no estado liquido, sélido ou também ser um gas
(FAVARO-TRINDADE et al., 2008).
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Segundo Nunes et al. (2015) diferentes métodos podem ser empregados na
encapsulacao:

e Meétodos fisicos: secagem por aspersdo, extruséo, leito fluidizado e liofilizacéo;
e Quimicos: polimerizacéo interfacial e inclusdo molecular por complexag&o;
e Fisico-quimicos: coacervacao, lipossomas, lipoesferas e evaporacédo do solvente.

A diferenga entre esses métodos estd no envolvimento ou aprisionamento do material a
encapsular pelo agente encapsulante, que interferem no tamanho, na forma e na estrutura das
capsulas (ESTEVINHO et al., 2013). O uso da aspersdo para microencapsulacédo ¢ uma das
técnicas mais utilizadas devido ao seu baixo custo e facilidade de aplicacdo (PEREIRA et al.,
2018).

As cépsulas podem ser classificadas de acordo com seu tamanho em macrocapsulas
(>5.000 um), microcapsulas (0,2-5.000 um) e nanocapsulas (<0,2 um) (SILVA et al., 2014).
Sendo o tamanho para particulas de secagens por spray de 5 a 150 um (MADENE et al., 2006).

Esssas capsulas podem ser divididas em dois grupos (Figura 4): nas conhecidas
verdadeiras microcapsulas ou sistema do tipo reservatorio, onde o material a ser encapsulado
pode ficar localizado na regido central da capsula (recheio ou nucleo) e nas microsferas,
também denominada como sistema matricial, onde o material encapsulado fica disperso em
uma matriz formada pelo agente encapsulante (cobertura ou parede), ou seja, uma fracdo do
material fica exposto na superficie da parede (AZEREDO, 2005; MATTE & ROSA, 2013;
ESTEVINHO et al., 2013).

Figura 4 - Representacao da morfologia dos tipos de capsulas: microcapsula e microesfera.
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Fonte: Adaptado de PEREIRA et al., 2018.

O material da parede influencia as caracteristicas fisico-quimicas e de armazenamento

das microparticulas, como estabilidade oxidativa, distribuicdo de tamanho de particula,
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densidade e morfologia (CARNEIRO et al., 2013). Esses agentes geralmente sdo protetores
hidrofilicos e/ou grupos hidrofébicos (TURCHIULI et al., 2005).

Em geral, produtos secos por aspersdo de extratos vegetais, mostram-se muito finos,
leves, de baixa compressibilidade e de fluxo ruim, além de apresentarem-se higroscopicos
(SPANIOL, 2007). Por conta dessas caracteristicas tecnoldgicas, muitos pesquisadores
evidenciaram a necessidade de utilizar agentes de secagem, tanto como fator critico no
rendimento do processo, como na padronizacdo da qualidade e manutencao da estabilidade de
produtos secos obtidos. Entre os adjuvantes ja testados estdo o didxido de silicio coloidal, a
celulose microcristalina, a goma arabica, o fosfato tricalcico e a maltodextrina (SILVA, 2007).

A adicdo de adjuvantes pode modificar as caracteristicas originais do p6, com funcgéo
apenas de melhora-los farmacotecnicamente como também aumentar o rendimento de secagem,
visto que eles sdo inertes, indcuos e termoestaveis quimicamente (OLIVEIRA & PETROVICK,
2010).

A silica coloidal ou diéxido de silicio coloidal é um p6 submicroscopico, branco,
amorfo, sem odor nem sabor. E um adjuvante farmacotécnico utilizado como dessecante e como
agente antiaderente para pos higroscépicos (FERREIRA et al., 2016).

Entre os diversos adjuvantes empregados no processo de secagem, o dioxido de silicio
coloidal é o mais utilizado e pesquisado na secagem de extratos vegetais (OLIVEIRA &
PETROVICK, 2010). Demostrando favorecer o aumento da dureza de comprimidos, elevando
rendimento de processos, sendo efetivo para reducdo na higroscopicidade nos produtos secos,
melhorando caracteristicas de fluxo e diminuindo tendéncia a aglomeracdo, evitando
degradacdo de polifendis e reducdo da atividade antioxidante (LINDEN et al., 2000;
VASCONCELOS et al., 2005; GEORGETTI et al., 2008).

A celulose microcristalina é usada como excipiente para comprimidos, formulacao
cosmeética, produtos alimenticios e também enchimento para varios materiais compostos, além
de ser um aditivo especial para algumas aplicac6es técnicas (IOELOVICH, 2019).

A celulose microcristalina é obtida a partir de polpa de madeira, sendo as regiées nao
cristalinas removidas por hidrélise acida, podendo ser composta de microfibras fragmentadas e
particulas que possuem entre 5-10 nm de diametro e comprimento de 100 nm a alguns
micrémetros, o que corresponde a uma elevada area superficial. Sua compatibilidade com a
matriz fenolica se da pela presenca de grupos polares (hidroxilas), resultando em melhor
interacdo na interface, e por consequéncia melhorando as propriedades dos compostos obtidos
(RAMIRES et al., 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

e Realizar estudos tecnoldgicos para obtengdo de forma farmacéutica sélida a partir de

Justicia pectoralis Jagc.

3.2.  Objetivos especificos

e Caracterizar matéria-prima vegetal (MPV) para produzir Solucéo Extrativa (SE);

e Caracterizar Extrato Seco por Aspersdo (ESA) e investigar as influéncias do processo
de secagem nas propriedades tecnologicas e bioldgicas dos produtos secos obtidos;

e Selecionar adjuvantes farmacéuticos e verificar sua a influéncia na obtenc¢éo de Produto
Seco por Aspersdo (PSA), através de planejamento fatorial,

e Avaliar atividade celular dos extratos secos com e sem adicdo de adjuvantes.
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4 METODOLOGIA

4.1.

4.2.

Equipamentos

Balanca analitica modelo AY220, marca Shimadzu®;

Balanca de secagem por infravermelho modelo MOC-120H, marca Shimadzu®;
Banho-maria modelo Q334M-28, marca QUIMIS®;

Bomba de vacuo modelo NI 1613, marca Nova®;

Cromatografo liquido de alta eficiéncia analitico modelo LC-10ADVP, marca
Shimadzu®, acoplado a detector de arranjo diiodo modelo SPD-M10A.
Espectrofotdmetro UV-Vis, modelo UV-1700 Pharma Spec, marca Shimadzu®;
Espectroscépio infravermelho acoplado ao Attenuated total reflectance (ATR), modelo
IRPrestige-21, marca Shimadzu®;

Estufa com circulacéo e renovacéo de ar modelo SL 102, marca SOLAB®;

Estufa com circulacio e renovagdo modelo 400-TD, Nova Etica®;

Forno mufla modelo 2000, marca GP Cientifica®;

Leito fluidizado modelo FBD10, marca Labmaqg®;

Leitor de ELISA modelo DTX800, marca BeckmanCoulter®;

Manta modelo NI 1014, marca Nova®;

Medidor de atividade de 4gua, modelo 4TE, marca AQUALAB®.

Microscopio de varredura eletrénica, modelo VEGA 111, marca TESCAN®;

Moinho de facas tipo Wiley modelo 680 com peneira de ago inox, marca TECNAL®;
Potencidmetro digital modelo 2A 58629, marca HANNA®;

Tamisador marca BERTEL®;

Termobalanca modelo DTG-60, marca Shimadzu®.

Obtencao e tratamento do material vegetal (MV) e matéria-prima vegetal (MPV)

As partes aereas do MV foram cedidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuaria (EMBRAPA), localizada na cidade de Manaus — Amazonas, e coletada pelos

funcionarios, no periodo do verdo. Foi armazenado em temperatura ambiente por 48 horas, a

sombra, em lugar seco e arejado para prévia secagem a 40 °C (Figura 5), e entdo foi


https://www.embrapa.br/
https://www.embrapa.br/

32

armazenado em sacos. Antes da moagem, em moinho de facas para obtencdo da MPV, analisou-

se a umidade do material vegetal seco.

Figura 5 - Material vegetal fresco e apds secagem.

4.3. Caracterizacdo da MPV

4.3.1. Perda por dessecacao

Este ensaio foi realizado em balanca de secagem por infravermelho a 105 °C.
Inicialmente, foi retirada a umidade do equipamento e entdo pesou-se cerca de 0,5g da
substancia a ser analisada, distribuindo-a uniformemente sob coletor de aluminio contido dentro
do aparelho. O aparelho foi acionado e ap6s término da anélise anotou-se o valor da umidade,
em percentual, que apareceu no display do aparelho. O ensaio foi realizado em triplicata
(BRASIL, 2019a).

4.3.2. Determinacdo granulométrica através de tamisacédo

Cerca de 50g da matéria-prima vegetal foram pesadas em balanca analitica e submetidas
a passagem através de tamises com abertura de malhas de 1.000; 850; 710; 600; 500; 425; 355;
250um e coletor previamente tarados, utilizando-se um tamisador com velocidade controlada
de 60 vibragdes por segundo por 15 minutos. As fracfes retidas em cada tamis e no coletor

foram pesadas e os resultados analisados através de histograma de distribuicdo e curvas de
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retencdo e passagem, a fim de se determinar o didmetro médio das particulas e a amplitude
granulométrica do pd. O ensaio foi realizado em triplicata (BRASIL, 2019a).

4.3.3. Determinacdo de teor de extrativos

Foi pesado cerca de 1 g da MPV e colocada em um erlenmeyer juntamente com 100 mL
de &gua destilada, e entdo submeteu-se ao processo de extracdo por decoccdo durante 10
minutos em manta aquecedora. Apos arrefecimento, a solucéo extrativa foi medida em proveta
e 0 volume foi reconstituido ao inicial (antes da evaporacdo) e filtrado, os primeiros 20 mL de
filtrado foram desprezados. Cerca de 20g do filtrado foi exatamente pesado diretamente em
pesa-filtro, previamente tarado, e colocado em banho-maria até completa evaporacao. Apos
total secagem, o residuo foi colocado em estufa a temperatura de 105°C + 2°C por 2 horas. Em
sequida, foram colocados em dessecador por 20 minutos para arrefecimento e pesado. Este
procedimento foi repetido de 1 em 1 hora até a obtencdo do peso constante
(BUNDESVEREINIGUNG, 1986). Neste procedimento o resultado € expresso pela média de

trés determinacdes e o teor de extrativos sera calculado segundo a equacéo (1) abaixo:

FD
TE = X100 (1)

Onde: TE = teor de extrativos (%, m/m); g = massa do residuo seco (g); FD = fator de
diluicdo; m = massa da amostra inicial (g); pd= perda por dessecagdo da amostra (%, m/m).

4.3.4. Determinacdo de cinzas totais

Foram pesados cerca de 3g da amostra pulverizada, distribuida uniformemente em
cadinho de porcelana previamente calcinado. A incineracdo foi realizada gradativamente em
mufla até temperatura de 550 + 25 °C, para que todo o carvéo fosse eliminado. Resfriou-se em
dessecador e realizou-se a pesagem. A incineracéo foi realizada até peso constante. O ensaio
foi realizado em triplicata. O calculo da porcentagem de cinzas foi realizado segundo a equacgéo
(2) (BRASIL, 2019a):

Cinzas totais (%) = % x 100 (2)
3
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Onde, m;= massa do cadinho ap6s a calcinagdo e esfriamento (tara do cadinho); mo=
massa do cadinho com amostra apds a calcinacdo e esfriamento em dessecador; ms= massa da

amostra inicial.

4.4. Obtencéo e caracterizacao da solugéo extrativa (SE)

Para preparo da solucdo extrativa de J. pectoralis optou-se pelo uso das solugcbes
extrativas aquosas e hidroalcéolicas (dgua:etanol 50% (v/v)) na concentracdo de 10% de MPV
em decoccdo sob refluxo por 15 minutos, devido a trabalhos j& realizados pelo grupo de
pesquisa do Laboratério de Inovacdo e Desenvolvimento em Tecnologia Farmacéutica

(LIDETEF) da UFAM. Apos refluxo, as solugdes foram arrefecidas para filtracdo a vacuo.

4.4.1. Determinacdo do pH

O pH foi determinado utilizando 10 mL da solucédo extrativa em potenciémetro digital
devidamente calibrado com solu¢do tampéo pH 4,0 e pH 7,0. (BRASIL, 2019a).

4.4.2. Determinagdo de densidade relativa

Foi realizado em picnémetro de 25 mL, previamente calibrado pela aferi¢do do mesmo
vazio (M,) e contendo agua destilada (M,). Em seguida foi determina a massa do picnémetro
contendo a solucdo extrativa (M;). A densidade foi calculada em relacéo a densidade da agua

e o resultado expresso pela média de trés repeticdes (BRASIL, 2019a).

4.4.3. Determinacdo do residuo seco (RS)

Foram pesados em pesa-filtro previamente tarado uma aliquota de 20,0 mL de solucgéo
extrativa, e evaporada até secura em banho-maria a 100 °C. O residuo contido no pesa-filtro foi
colocado em estufa a 105 °C + 1 °C por 2 horas, em seguida, para arrefecimento, foi colocado
em dessecador por 20 minutos e pesado. Esse procedimento foi repetido de 1 em 1 hora até
atingir peso constante (BUNDESVEREINIGUNG, 1986).
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4.4.4. Determinacdo de teor de polifendis totais (PFT)

A quantificacdo do teor de PFT foi realizada através de dois métodos
espectrofotométrico na regido do visivel utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau como agente

de complexagéo.

4.4.4.1. Metodo 1 (BONOLI et al. 2004, com modificacGes)

As solucdes extrativas foram diluidas em agua destilada, obtendo-se uma solugédo 10
mg/mL. Em seguida, esta solucdo foi diluida novamente em &gua destilada, obtendo-se uma
solucdo 1 mg/mL. Em placa de 96 pocos, adicionou-se uma aliquota de 10 uL da solugdo (1
mg/mL) e 50 uL do reagente de Folin-Ciocalteu; a amostra foi encubada por 8 minutos, no
escuro; apos este tempo, adicionou-se 240 uL. de Carbonato de Sédio a 0,4% a mistura e
encubou-se por 3 minutos. A substancia de referéncia utilizada foi o acido galico e a
absorbancia das solucdes de anlises e referéncia foram medidas a 620 nm em leitor de ELISA.
O ensaio foi feito em triplicata. Os resultados expressos em ug equivalente &cido galico
(EAG)/mL foram obtidos utilizando equacio da reta, y= 0,0014x - 0,0015 (R?=0,9996), da
curva de calibragdo do acido gélico nas concentragdes de 1000-7,8125 pg/mL (Gréfico 1). Os
resultados em percentual foram obtidos utilizando-se a equacdo 3 a seguir, onde Abs =

absorbancia:

(Abs do extrato — Abs do branco)x100] (3)

[
0% =
PFT % Abs do padrio

Gréfico 1 - Curva de calibracdo para método 1 do padréo de acido galico nas faixas de concentracgédo: 1000
— 17,8125 pg/mL.
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4.4.4.2. Meétodo 2 (BRASIL, 2019a, com modificacdes)

Preparou-se a solugdo extrativa em decocgdo sob refluxo, e apos resfriar e filtrar,
descartou-se os primeiros 50 mL do filtrado. Desta solucdo, foram retirados 0,1 mL e diluido
em baldo volumétrico de 25 mL com agua destilada. Foram transferidos, volumetricamente, 2
mL dessa solucdo, 1 mL de reagente Folin-Ciocalteau e 10 mL de agua destilada para baldo
volumeétrico de 25 mL, completando o volume com solucdo de carbonato de sodio anidro
(Na2CO03) a 29% (m/v). A absorbancia foi lida em 760 nm em espectrofotdmetro UV-Vis, apos
30 minutos, utilizando agua destilada como ajuste do zero. Para obtencdo do teor de PFT em
percentual utilizou-se a equacdo 4 (MARINHO, 2016). Para resultados expressos mg EAG/g
de droga vegetal, utilizou-se equacdo da reta, y= 0,0354x — 0,0389 (R?=0,9975), da curva de
calibracdo do &cido géalico nas concentragdes de 32-1 ug/mL (Grafico 2), obtendo resultado em
mg/mL, para uso na equacdo 5 (GENWALI et al., 2013, com adaptacdes), a seguir:

(5)

CxV
M

A1x FD
PET % = A/lfm (4) PFT (mg/g) =

Onde, Al= Absorbancia de polifenois totais, FD= fator de diluicdo, A%lcm=
coeficiente de absorcdo do &cido gélico, M = massa de amostra em grama — perda por

dessecacdo, C = concentragdo extrato em mg/mL, V = volume do extrato em mL.

Gréfico 2 - Curva de calibragdo para método 2 do padréo de &cido galico nas faixas de concentragdo: 32 —
1 pg/mL.
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4.4.5. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Este ensaio foi realizado em parceria com o Laboratorio de Nanotecnologia
Farmacéutica (NANOFARM) da Universidade Federal do Para (UFPA).

Foram obtidos espectros por meio de espectroscépio com Attenuated total reflectance
(ATR acoplado), equipado com detector DLATGS (sulfato de triglicina deuterado dopado com
L-alanina), através do software de aquisicdo IRsolucdo®. As leituras foram feitas na faixa de
nimero de onda de 4000 a 600 cm™ (SAMPAIO et al., 2015). Os graficos foram plotados com

auxilio do software SCiDAVis®.
4.5. Obtencao e caracterizacdo do Extrato Seco Por Aspersao (ESA)

A secagem por aspersdo foi realizada em Leito Fluidizado, conforme paréametros
descritos na Tabela 2, a fim de realizar uma caracterizacdo inicial com intuito de testar as

solucdes extrativas, aquosa e hidroalcoolica, na menor temperatura (90°C) de trabalho ja testada

anteriormente pelo grupo de pesquisa do LIDETEF.

Tabela 2 - Parametros de secagem no Leito Fluidizado.

Parametro Unidade
Diametro do bico de aspersao 1,0 mm
Vazdo do ar comprimido 30 L/min
Vazdo de alimentacdo do extrato 7 mL/min
Temperatura de entrada 90°C

4.5.1. Rendimento operacional

Foi determinado pela pesagem do extrato seco obtido no final da secagem e comparagéo

com o teor de solidos contidos na solucdo extrativa.

4.5.2. Avaliacdo das caracteristicas macroscopicas

As caracteristicas macroscopicas foram avaliadas através de observacéo visual da cor e

aspecto do produto.
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4.5.3. Perda por dessecacao

Este ensaio foi realizado conforme descrito no item 4.3.1.

4.5.4. Atividade de 4gua

Foi determinada por medida direta através de medidor de atividade de agua, modelo
4TE, marca AQUALAB®, pela técnica do ponto de orvalho em espelho resfriado sob
temperatura de 25°C+1.

4.5.5. Determinacéo das densidades bruta e de compactagdo, Fator de Hausner, indice
de Carr e indice de Densificagio

Para determinacdo do volume bruto (\Vb) foi pesado cerca de 1 g de p6 (m), e vertido
cuidadosamente para uma proveta de 10 mL (Vo), em seguida esta proveta foi submetida a 10
(V10), 500 (Vs00) € 1250 (V1250) quedas sequenciais. O ensaio continuou em sequéncia de 1250
guedas até que a diferenca entre duas leituras subsequentes fosse inferior ou igual a 0,1 mL,
sendo este considerado como volume de compactagdo (\Vc). A partir dos dados obtidos neste
ensaio foram calculadas as densidades brutas (db) em g/mL e de compactacéao (dc) em g/mL, o
fator de Hausner (FH), indice de Carr (IC) e de densificacdo (D), correspondentes a média de
trés valores, segundo as equacbes 6, 7 e 8, respectivamente. Os resultados do indice de
densificacdo foram extrapolados para massa de 100 g conforme a literatura recomenda

(HAUSNER, 1967; CARR, 1965):

dc—db
c

FH=% () IC = x100 (7) D = Y1oVs0 4 100 (8)
db m

4.5.6. Determinacgéo de teor de PFT

A quantificacdo do teor de PFT foi realizada conforme item 4.4.4.

456.1. Metodo 1 (BONOLI et al. 2004, com modificacGes)

Os extratos secos foram dissolvidos em agua destilada, obtendo-se uma solucdo 1

mg/mL. A seguir procedeu-se conforme item 4.3.4.1.
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45.6.2. Metodo 2 (BRASIL, 2019a, com modificacbes)

Foram diluidos 50mg de extrato seco em 100 mL de &gua destilada. Desta solucéo,
foram retirados 5 mL e diluido em baldo volumétrico de 50 mL com &gua destilada. A seguir,

procedeu-se conforme item 4.3.4.2.

45.7. Testes antioxidantes

45.7.1. DPPH

O ensaio foi realizado segundo metodologia utilizada por Molyneux (2004), com
modificacbes. O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) € um método aplicado para determinar a
capacidade antioxidante de um composto em sequestrar radicais livres, sendo um dos
mecanismos reconhecidos pelo qual ocorre a acdo dos antioxidantes (SUCUPIRA et al., 2015).

Para a realizagdo do teste, foram adicionadas, na microplaca, 170 uL de DPPH* (2-difenil-
1-picril-hidrazila), do laboratério Sigma Aldrich. Em seguida, foram adicionados as cavidades
da microplaca 30uL da amostra em concentragdo de 1 mg/mL. Como controle positivo, foi
utilizada uma solucéo de trolox na concentracdo de 1 mg/mL. Ambos, amostra e padréo, foram
diluidos em DMSO. Como controle negativo, foi utilizado DMSO. A placa foi incubada por 30
minutos em temperatura ambiente, no escuro, e a leitura foi realizada a 517 nm no leitor de
ELISA. O ensaio foi realizado em triplicata. Os resultados foram obtidos utilizando a seguinte

férmula, onde Abs = absorbancia:

% Inibicio = 100 — ( Abs da amostra )x 100 (9

Média do controle

45.7.2. ABTS

A determinacdo de atividade antirradical seguiu a metodologia descrita por Re et al.
(1999) com modificacdes. O método do ABTS (2,2-azino-bis (ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic
acid) diammonium salt) esta baseado na habilidade dos antioxidantes em capturar o cation
ABTS (PEREZ-JIMENEZ & SAURA-CALIXTO, 2006).

A solucéo oxidada de ABTS de tonalidade azul esverdeada, preparada pela reacéo de
0,7mM do radical ABTS dissolvido em 5 mL de &gua deionizada com 5 mL de perssulfato de

potassio, foi diluida em proporcéo de 1:7 da solucdo/ agua deionizada e entdo ajustada para
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uma absorbancia de 1,000 + 0,1 em um comprimento de onda 630 nm. Foram adicionadas uma
aliquota 30puL da amostra e 270uL da solucao de ABTS na microplaca, em triplicata. No grupo
controle os mesmos volumes do diluente e de ABTS. As amostras e controle foram incubados
por 15 minutos na auséncia de luz, apés este tempo realizou-se a leitura em leitor de
microplacas. O padrdo utilizado nesta determinacdo foi a quercetina. Os célculos de inibicdo
foram feitos mediante formula a seguir, onde Abs = absorbancia:

(Abs da amostra—Abs do controle)

% Inibigdo = 100 x [1— (10)

Abs do controle

4.5.8. Testes enzimaticos
45.8.1. Inibic&o in vitro da a-amilase

E inibicdo da alfa-amilase baseia-se no principio da degradacdo de um substrato de
amido e a posterior reacdo com o reagente de cor (iodo), a qual revelara a atividade da amilase
no extrato (SUBRAMANIAM et al, 2008, adaptado).

Adicionou-se 30uL do inibidor na concentragdo de 10 mg/mL, em seguida foram
adicionados 10uL da solugdo da enzima (a -amilase de Aspergillus oryzae) e incubado por 5
minutos a 37°C. Apds o tempo, adicionou-se 170ul de solugdo ACL (Amilase CNPG
Liquiform) diluida e fez-se leitura no leitor de ELISA em absorbancia de 405 nm (leitura
inicial). Incubou-se novamente por 20-40 minutos, realizando leituras de 10 em 10 minutos até
que absorbéancia do controle ficasse na faixa de 0,8-1,0 0,1 para leitura final em absorbancia

de 405 nm. Fez-se os célculos para obter a % de inibicdo, onde Abs = absorbancia:

Abs. final da amostra—Abs. inicial da amostra

% Inibigdo = 100 — ( )x100  (12)

Abs.final do controle—Abs. inicial do controle

4.5.8.2. Inibicao in vitro da a-glicosidase

O teste de inibig&o da alfa-glucosidase baseia-se no principio da interagdo entre a enzima
e o reagente de cor (4-nitrofenil- -Dglucopiranosideo), a qual resultard num cromégeno medido
espectofotometricamente (ANDRADE-CETTO et al, 2008, adaptado).

Adicionou-se 30uL. da amostra ou diluente no pogo, em seguida 170uL da solugdo da
enzima (extrato acetonico de intestino de rato) e incubou-se por 5 minutos a 37°C, para entdo

fazer a leitura em 405 nm (leitura inicial). A seguir foram adicionados 100uL do reagente de
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cor e imediatamente incubado por 30 minutos (realizando leitura de 5 em 5 minutos) para entdo

realizar a leitura final. Fez-se o célculo para obter a % de inibigdo, onde Abs = absorbancia:

Abs. final da amostra—Abs. inicial da amostra

% Inibigdo = 100 — ( )Jx100  (13)

Abs.final do controle—Abs. inicial do controle
4.5.9. Microscopia de varredura eletronica (MEV)

Para anélise morfoldgica e das caracteristicas superficiais as amostras foram fixadas em
stubs de aluminio com auxilio de fita dupla face, e entdo metalizadas com ouro por pulverizagdo
e assim permitir a condutividade elétrica necessaria para processo de formacdo das imagens.
Ap0s metalizacdo examinou-se as amostras através de microscoépio TESCAN (VEGA I11), em
parceria com o Laboratorio Tematico de Microscopia Optica e Eletronica (LTMOE), no
Instituto de Pesquisa do Amazonas (INPA).

4.5.10. Espectroscopia FTIR

Este ensaio foi realizado em parceria com o Laboratério de Nanotecnologia
Farmacéutica (NANOFARM) da Universidade Federal do Para (UFPA).

Foram obtidos espectros por meio de espectroscopio infravermelho equipado com
detector DLATGS (sulfato de triglicina deuterado dopado com L-alanina), através do software
de aquisicdo IRsolucdo®. Cerca de 1 mg das amostras foram comprimidas com 99 mg de KBr.
As leituras foram feitas na faixa de nimero de onda de 4000 a 400 cm™ (SAMPAIO et al.,

2015). Os graficos foram plotados com auxilio do software ScCiDAVis®.

4.5.11. Quantificagdo de marcador quimico através de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

Este ensaio foi realizado em parceria com a Unidade de Biotecnologia da Universidade
de Ribeirdo Preto — UNAERP, através de método ja padronizado.

As condi¢bes cromatograficas foram estabelecidas com cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia analitico LC-10ADVP (Shimadzu, Japdo) acoplado a detector de arranjo diodo SPD-

MI10A. A coluna utilizada para as analises foi Luna C18 (250 mm x 10 mm, 5 p Phenomenex).
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Como fase movel foi utilizado acido acético (0,1%) em agua (A) e metanol (B) em modo
gradiente: de 30% B (0 até 10 minutos); de 40% B (10 até 20 minutos); 40% B (20 até 30
minutos); 70% B (30 a 35 minutos) 100% B ( 35 a 37 minutos) 100% B (37 a 40 minutos) 30%
B (40 a 45 minutos), com vazdo de 1 mL.min. As anélises foram realizadas em triplicata e o
volume de injecdo foi 20 pL, sendo o comprimento de onda utilizado foi de A = 280 nm para
cumarina e 330 nm para umbeliferona.

A curva de calibragdo da cumarina, dissolvida em metanol, foi realizada nas
concentragdes de 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,90 ug/mL, gerando como equacéo
da reta y= 93740x + 477898 com R?=0,9992, conforme Gréfico 3. O limite de quantificacéo
foi de 2,21 e o limite de deteccdo foi de 0,73.

Gréfico 3 - Curva de calibracdo padréo de cumarina nas faixas de concentragdo: 500 — 3,90 pg/mL.
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J& a curva de calibragdo da umbeliferona, dissolvida em metanol, foi realizada nas
concentragdes de 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81; 3,90; 1,95 pug/mL*, gerando como equagéo
da reta y= 126008x + 280902 com R?=0,9994, conforme Grafico 4. O limite de quantificacéo
foi de 1,61 e o limite de deteccdo foi de 0,53.
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Gréfico 4 - Curva de calibracdo padréo de umbeliferona nas faixas de concentragéo de 250 — 1,95 pg/mL.
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4.5.12. Viabilidade celular

Este teste foi realizado em parceria com o Laboratério de Cultura de Células da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas — UFAM,

O teste do Alamar Blue, identificado como resarzurina, foi realizado nos extratos secos,
conforme a metodologia de Ahmed et. al. (1994) com o intuito de analisar a viabilidade celular
em células de fibroblastos de pulméo (linhagem MRC-5) ap6s exposicao por 24h.

O alamar blue é um indicador fluorescente e colorimétrico, que possui propriedades
redox em células em proliferacdo, como ocorre com os sais de tetrazélio. A sua forma oxidada
tem coloracdo azul (ndo fluorescente/célula ndo viavel) e a forma reduzida tem coloracao rosea
(fluorescente/célula viavel).

Em placa de 96 pocos, as células de MRC-5 foram plaqueadas na concentragdo de 0,5
x 10* células por poco. Apos 24 horas de incubacéo e aderéncia das células, as mesmas foram
tratadas com amostras na concentracdo de 100 pug/mL diluidas em agua destilada e controle
negativo.

Passados os tempos de tratamento, foram adicionados 10uL da solugdo de uso de
Alamar Blue (50pl de solugéo estoque de resarzurina 0,4% + 950ul de meio de cultura). Apés
o tempo de metabolizacdo (3h), foi realizada a leitura da fluorescéncia. A viabilidade foi

realizada em triplicata e calculada conforme a equagéo abaixo:

Abs.da amostra

% Viabilidade = ( )x100  (14)

Média da Abs.do controle negativo
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4.6. Obtencdo e caracterizacio do Produto Seco por asperséao (PSA)

4.6.1. Delineamento experimental

Para obtencdo do PSA foram realizadas secagens pilotos em Leito Fluidizado, nas
condicdes ja citadas na Tabela 2. A partir de dois planejamentos fatoriais (Tabela 3 e 4), testou-
se varidveis independentes como: concentracdo de adjuvante de secagem, temperatura de

secagem, tipo de adjuvante de secagem e de solvente de extracéo.

Tabela 3 - Fatores e niveis do planejamento fatorial 23 para analisar interferéncia das variaveis
independentes tipo de adjuvantes a 5%, tipo de solvente e temperatura de secagem.

Fator Niveis

. Aerosil® -1
Adjuvantes
CMC +1
Aquoso -1
Solvente ) )
Hidroalcodlico +1
90°C -1
Temperatura de secagem

105°C +1

Tabela 4 - Fatores e niveis do planejamento fatorial 32 para analisar interferéncia das variaveis
independentes concentracdo de adjuvante e temperatura de secagem.

Fator Niveis
5% -1
Adjuvante 10% 0
15% +1
90°C -1
Temperatura de secagem 97°C 0
105°C +1

4.6.2. Rendimento operacional

Foi determinado pela pesagem do extrato seco obtido no final da secagem e comparagéo
com o teor de solidos contidos na solucdo extrativa. Para calcular o rendimento do PSA o

percentual de adjuvante de secagem sera incluido.
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4.6.2. Avaliacdo das caracteristicas macroscopicas

As caracteristicas macroscépicas foram avaliadas através de observacao visual da cor e

aspecto do produto.

4.6.3. Perda por dessecacao

Este ensaio foi realizado conforme descrito no item 4.5.3.

4.6.4. Atividade de agua

Este ensaio foi realizado conforme descrito no item 4.5.4.

4.6.5. Determinacio das densidades bruta e de compactacio, Fator de Hausner, indice

de Carr e indice de Densificacio

Este ensaio foi realizado conforme descrito no item 4.5.5.

4.6.7. Determinacéo de teor de PFT

Foi realizado conforme descrito no item 4.5.6.2. levando em consideracdo a quantidade

e adjuvantes presentes nas amostras.

4.6.7. Espectroscopia FTIR

Este ensaio foi realizado conforme item 4.5.10.

4.6.8. Quantificagdo de marcador quimico através de CLAE

Foi realizado conforme item 4.5.11. levando em consideracao a quantidade e adjuvantes

presentes nas amostras.
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4.6.9. Viabilidade Celular

Realizado conforme descrito no item 4.5.12.

4.7. Analise de dados

Os dados obtidos nos experimentos foram interpretados com auxilio de ferramentas
estatisticas aplicaveis em cada caso, como teste T student, Anélise de variancia (ANOVA) One-
way e Two-way, Expiremental design (DOE), correlacéo e regressdo, com auxilio do software
Statistica 8.0 StatSoft® e valor de p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Tratamento do MV e obtencdo da MPV

Apos realizar analise de perda por dessecacdo, observou-se valor acima de 12%. Para
sua melhor conservacdo submeteu-se o material vegetal a secagem em estufa de circulagdo de
ar sob temperatura de 40 °C £ 2 °C até estabilizacdo da umidade residual. A seguir realizou-se
moagem em moinho de facas com peneira de 2 mm, para obtencdo da MPV (Figura 6) e
armazenamento frascos herméticos e escuros para evitar exposicdo a luz. A finalidade da
secagem € impedir reacdes de hidrélise e contaminacdo microbiana, além de reduzir volume e

peso facilitando a moagem do material (SIMOES et al, 2007).

Figura 6 - MPV obtida ap6s moagem em moinho de facas com peneira de 2mm.

5.2.  Caracterizacdo da MPV

Na MPV foram caracterizados os seguintes parametros presentes na Tabela 5, além da

granulometria dos pos, segundo Gréficos 5 e 6:

Tabela 5 - Caracterizacéo da MPV. Resultados representados por X + DP (Média * Desvio padréo).

Ensaios R;S:J_Itggos Literatura
« 13% (BRASIL, 2019b);
[0)
Perda por dessecacéo (%) 9,25+0,40 6,80 (FERREIRA, 2018)
. 14% (BRASIL, 2019b);
0,
Cinzas (%) 8,24+0,16 10,42 (FERREIRA, 2018)
Teor de AQuOSO 41,74 £0,21 -
extrativos
(%) Hidroalcodlico 40,37 £ 0,04 35,59 (FERREIRA, 2018)
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A perda por dessecacdo, que revela a umidade residual, e o teor de cinzas sdo
considerados testes de pureza do material vegetal (BRASIL, 2014).

As drogas vegetais sdo muito suscetiveis a degradacdo podendo ocorrer devido a coleta,
processamento e armazenamento inapropriados, principalmente se tratando de amostras de
folhas secas que ndo passaram por nenhum processo sendo a secagem (MASCHEN et al., 2013).
Por isso a umidade residual é importante para o controle de qualidade microbiolégico, pois o
excesso de agua na droga vegetal favorece o crescimento de fungos e bactérias, podendo
também levar a hidrolise de seus constituintes (ROCHA et al., 2004; SHARAPIN et al., 2000).

O valor de perda por dessecagdo encontrado na MPV, apesar de maior do que a
encontrada por Ferreira (2018), ainda esta dentro do estabelecido pela Farmacopeia Brasileira
de no méaximo 13% (BRASIL, 2019b).

A determinacdo de cinzas totais inclui as cinzas fisioldgicas e cinzas nao fisioldgicas,
determinando o teor de constituintes ou impurezas inorganicas contidos em substancias
organicas (BRASIL, 2019a), podendo servir como método para avaliar a pureza do material.

O teor de cinzas encontrado na MPV foi de 8,24%, mostrando-se abaixo em relacao as
literaturas citadas. Esta diferenca pode estar relacionada a diferencas no metabolismo da planta,
que podem ser ocasionados pelas condi¢des edafocliméticas, como solo, o padrdo de chuva e
luz solar (BLANK et al., 2007; FUMAGALLI et al., 2008), bem como o teor elevado de cinzas
no material aéreo de interesse pode indicar presenca de material externo aderido a superficie da
planta, como areia e silica (FONSECA et al., 2010).

A andlise de teor de extrativos indica a presenca de compostos hidrossolUveis presentes
no material vegetal, como aminoécidos, acucares, heterosideos flavonoidicos, e também se o
solvente ¢ eficiente para extrair os constituintes essenciais, além de estimar a quantidade de
solidos soluveis (MARQUES et al., 2012).

A determinacdo teor de extrativo pode avaliar a eficiéncia do solvente extrator, neste
caso, 0 extrato aquoso apresentou 41,74% enquanto hidroalcodlico 40,37%. Apesar de nédo
existir especificacOes para esse parametro, o resultado demonstrou que os solventes utilizados
apresentam diferencas significativas entre si, pelo teste T student (p<0,05). No entanto, o valor
obtido na solucéo hidroalcoolica estd proximo do encontrado na literatura.

Analisando o Gréfico 5, nota-se que as particulas da MPV apresentam maior reten¢ao
na faixa de 600 a 500 um, com 18,32% e a curva de retencdo, no Grafico 6, indica que o
didametro de particula fica em torno de 0,5 mm, favorecendo sua fluidez. Sendo assim, pode-se
classificar como um pd modernamente grosso segundo Farmacopeia Brasileira (BRASIL,
2019a).
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Gréfico 5 - Histograma de distribuicdo granulométrica da MPV.
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Gréfico 6 - Curva da fracdo de retengdo (F. R.) e fragdo de passagem (F. P.).
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Em geral, as particulas cujo tamanho varia entre 250-2.000um fluem livremente se a
forma for propicia. As particulas cujo tamanho varia entre 75-250um podem fluir livremente
ou causar problemas, dependendo da forma e de outros fatores como umidade do pé. Com
particulas menores que 100um, o fluxo torna-se um problema para a maioria das substancias
(ALLEN et al., 2013).
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5.3. Caracterizacdo da SE

Para SE foram caracterizados os seguintes parametros, conforme Tabela 6 e Tabela 7:

Tabela 6 - Caracterizacdo da SE aquosa e hidroalcodlica de J. pectoralis Jagc. Resultados representados
por X = DP.

SE pH Densidade (g/cm?®) Rzgsglzgtiic)o
Aquosa 5,88 £ 0,06 1,0144 + 0,001 3,19£0,22
Hidroalcodlica 6,02 + 0,15 0,9334 £ 0,03 2,80+0,19
2,61; 2,28
Literatura - - re(sté;t;{vs :g?::[e
2018)

*Gramas de solidos sollveis por 100 g de droga vegetal.

Tabela 7 - Andlise de teor de polifendis totais das SE aquosa e hidroalcodlica de J. pectoralis Jaqgc. por
diferentes métodos. Resultados representados por X + DP.

Método 1 Método 2
SE (BOLONI et al., 2004) (BRASIL, 2019a)
g%* pg EAG/mL** 9% mg EAG/g***
Aquosa 220+0,08 | 26,68 +0,66 0,67 £ 0,003 0,060 + 0,00
Hidroalcodlica | 2,08 +0,14 | 24,36 +1,80 0,60 +0,01 0,057 £ 0,00

*Gramas de sélidos soltveis por 100 g de droga vegetal; **Micrograma equivalente acido galico por de
solugdo extrativa; ***Miligrama equivalente &cido gélico por grama de droga vegetal.

A determinacdo do pH é importante para estabilidade da solucdo, pois pode sinalizar
provaveis alteracdes quimicas, além disso, o pH acido evita o ataque de alguns microrganismos
contaminantes (LONGHINI et al., 2007).

Tanto a SE aquosa quanto a hidroalcodlica apresentaram pH levemente 4cido,
provavelmente pela presenca de acidos fracos como fenois. Apresentaram densidade préxima
a da agua, levando em consideracdo a menor densidade para a SE hidroalcoolica, pois esta
contém etanol em sua composig&o.

Através do RS é possivel avaliar a quantidade de sélidos sollveis presentes em uma
solugdo extrativa e assim obter o rendimento tedrico operacional do processo de secagem da
solucéo extrativa. Com os resultados preliminares, nota-se que o RS da solugdo extrativa aquosa
foi estatisticamente diferente com 3,19% pelo teste T student, assim, espera-se que Seu
rendimento seja maior que do extrato hidroalcoolico ap6s secagem. Em comparacao ao trabalho
realizado por Ferreira (2018), o extrato aquoso também apresentou maior quantidade de solidos

em relagéo ao etanolico.



51

Os diversos compostos fenolicos (acidos fendlicos, flavonoides e taninos) sdo os mais
amplamente distribuidos no reino vegetal (JELASSI et al., 2014) e que podem apresentar efeitos
biolégicos, como acdo anti-inflamatoria, antimicrobiana, hipolipidémica, anticarcinogénica,
inclusive atividade antioxidante (WOJDYLO et al., 2007). Com 0 aumento do tempo e elevada
temperatura de extracdo alguns polifendis podem ser degradados ou sofrer reagdes indesejaveis
(PEREZ-JIMENEZ et al., 2008).

As solucdes extrativas apresentaram diferenca significante estatisticamente somente no
método 2 para teor de PFT pelo teste de T student, sendo a solugdo aquosa a de maior teor de
compostos fendlicos com 0,67 g% e 0,060 mg EAG/g. Em trabalho realizado por Lizcano et
al. (2010), foram reportados valores de 5,65 (folha) e 1,18 (caule) mg EAG/g para extrato
aquoso de J. pectoralis. Ja em trabalho realizado por Cassola et al. (2019) extratos metandlico
de J. pectoralis apresentaram resultados teores de 1,65% para cultivo em estufa e 6,25% para
cultivo em campo.

A importéncia da espectroscopia de infravermelho para a anélise qualitativa origina-se
do grande conteldo de informacdo obtido e da possibilidade de atribuir certas bandas de
absorcéo relacionadas a grupos funcionais (ROHMAN et al., 2011).

Os espectros de absorcdo em infravermelho das solugbes extrativas (Figura 7)
apresentaram fortes absorcdes nas regides citadas na Tabela 8:

Figura 7 - Comparacdo da analise de FTIR para SE de J. pectoralis Jaqc.

— SE aquosa
-- SE hidroalcodlica

Transmitancia (%)

2.500 ' 2.000
Numero de onda (cm™)
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Tabela 8 - Regides de absorcdo em FTIR presentes nas SE aquosa e hidroalcodlica de J. pectoralis Jagc.

Regiéo de absorgéo Grupamento quimico
3650-3200 Hidroxilas (O-H)
3000-2850 Carbonos primario e secundario (C-Hse C-Hy).
1700-1600 Carbonilas (C=0) e C=C
1275-1020 C-0O
1000-650 C-H

A banda de 3376 cm™ sugere a presenca de O-H de agua, fendis e élcoois, além da
absorcdo 2979 cm™* demonstrando o estiramento de C-Hs e C-H.. Nas bandas de 1643 e 1636
cm ha indicios do alongamento aromético de C=0 e C=C e absor¢des na de 661 cm™ indicam
a presenga de um dobramento em C-H de alcenos. Assim pode-se dizer que os solventes
utilizados extraem de maneira semelhante os constituintes presentes na matéria-prima, exceto
pelas regides de absorgdo 1086 e 1043 cm™ presentes somente na SE hidroalcéolica, indicando
a presenca de alongamento de C-O de alcoois, fendis ou éteres (SOCRATES, 2001; ALJAFF
etal., 2013; PAVIA et al., 2015).

5.4. Caracterizacdo das secagens por aspersao

5.4.1. Caracterizacdo do ESA

Inicialmente realizou-se testes com o ESA na menor temperatura de secagem 90°C, a
fim de verificar suas caracteristicas biolégicas e tecnoldgicas sem a interferéncia de adjuvantes
e identificar qual dos solventes utilizados na sua obtengéo seria mais adequado para prosseguir
com outras andlises.

Em relacéo ao aspecto macroscopico, tanto o0 ESA aquoso como o ESA hidroalcdéolico,
apresentaram aspecto de p6 fino com aglomerados, de coloracdo marrom alaranjado (Figura
8) e odor caracteristico do material vegetal. O ESA aquoso apresentou ser mais aderente a

superficie, interferindo diretamente em seu manuseio.



Figura 8 - ESA aquoso a esquerda e ESA hidroalcoolico a direita.
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Os seguintes parametros também foram analisados conforme Tabela 9:

Tabela 9 - Caracterizagdo do ESA aquoso e hidroalcodlico de J. pectoralis Jagc. Resultados representados

por X + DP.
Fator de o
perda POT 1 Atividade de | Hausner Indice de Rendimento
ESA dessecagdo . Carr (IC)
agua (Aa) (FH) (%)
(%) (%)
(g/mL)
Aguoso 504+0,17 |0,3043+£0,01 | 1,5+0,05 | 35%+231 85,80 + 10,71
Hidroalcodlico 7,19+0,06 | 0,3230+0,01 | 1,7+0,05 | 39+1,98 78,47+ 0,79
Em torno de
5% <ouigual a
(BRASIL, 0,75 ESA aquoso:
. 2019a); (BRASIL, i i 38,63
Literatura 5%a7% | 2019); < (FERREIRA,
(LIST; 0.86 (SILVA 2018).
SCHMIDT, | etal., 2018)
1989)

A umidade residual nas particulas de p6 é uma consequéncia das limitaces do processo

de secagem por aspersdo, que normalmente ndo remove toda a dgua dos produtos (DANTAS et

al., 2018).

Atraves da perda por dessecacdo, notou-se que a umidade residual do ESA aquoso se

manteve dentro do preconizado pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019a) para extratos, ja

0 ESA hidroalcodlico manteve-se dentro preconizado por List & Schmidt (1989).
A atividade de agua esta relacionada com a disponibilidade de agua ativa em um

produto. Esse parametro é essencial para o desenvolvimento de um processo de secagem



54

(PAGLARINI et al., 2013). E diferente do teor de umidade residual, pois mede a
disponibilidade de agua livre responsavel por quaisquer rea¢des quimicas e bioquimicas em um
sistema seco, ja o teor de umidade representa a composi¢édo da agua em um sistema seco (QUEK
etal., 2007).

Quanto menor a atividade da agua, menor serd o potencial quimico da agua e a
interac6es quimicas envolvendo a 4gua (COUTO et al, 2013). A baixa atividade de agua, assim
como baixo ou alto pH, auséncia de nutrientes e adi¢do de conservantes ajudam a prevenir a
contaminagdo microbiana, como os fungos que crescem em Aa> 0,62 e bactérias em Aa> 0,86
(BRASIL, 2019a; SILVA et al., 2018).

Como pode-se observar 0os ESA apresentaram Aa em torno de 0,3, portanto estdo dentro
do preconizado para que se tenha um produto ndo susceptivel ao crescimento microbiano.
Assim, embora o ESA hidroalcodlico tenha apresentado maior teor de umidade residual, ainda
assim ndo esta favoravel a contaminagéo bacteriana.

O Fator de Hausner e indice de Carr séo indicadores indiretos utilizados para avaliagio
das caracteristicas da compactabilidade de materiais particulados (AULTON & TAYLOR,
2016). Quanto mais arredondada é uma particula, menores serdo os espa¢os de ar dentro das
misturas de pdés, facilitando assim o seu rolamento e consequentemente seu escoamento (USP,
2006; WELLS, 2005).

A partir da densidade bruta e de compactacéo foi possivel obter os valores de FH e IC,
que foram, respectivamente, de 1,5% e 35% para ESA aquoso e de 1,7% e 39% para 0 ESA
hidroalcodlico, os quais segundo teste T student ndo apresentam diferencas significativas entre
Si.

De acordo com USP (2006) e Wells (2005) pés com valor de FH acima de 1,5% e IC
acima de 32% sdo classificados como pés de fluxo muito pobre. Da mesma forma, Aulton &
Taylor (2016) e Prista et al. (2003) classificam os p6s com valores de IC > 20%, como p6s que
apresentam dificuldade de escoamento e empacotamento.

O rendimento obtido nas solucgdes extrativas, foi maior para o0 ESA aquoso, conforme
previsto pela andlise de RS, no entanto ndo apresentam diferencas estatisticas entre si. Em
comparagdo com estudo realizado por Ferreira (2018) utilizando mini Spray Dryer, nota-se que
o rendimento foi superior quando realizando em Leito Fluidizado. Sendo assim, pode-se
constatar que os dois ESA apresentam rendimento satisfatorio pelo método utilizado.

Nota-se, que apds secagem o teor de PFT teve um aumento consideravel em relagdo aos
teores presente na SE (Tabela 10). Segundo Oliveira & Petrovick (2000), uma das vantagens

de se produzir um pé é a maior concentracdo de compostos ativos.
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Tabela 10 - Analise de teor de polifendis dos ESA aquoso e hidroalcodlico de J. pectoralis Jaqc. por diferentes
métodos. Resultados representados por X + DP.

Método 1 Método 2
(BOLONI et al., 2004) (BRASIL, 2019a)
ESA
g%* E AG‘;En | xx g% mg EAG/g***
Aguoso 5,01+0,05 53,34 +2,25 | 12,33+0,02 7,87 +£0,01
Hidroalcodlico | 5,72 +0,35 59,214+ 1,21 | 14,00+ 0,09 8,66 £ 0,04

*Gramas de s6lidos soltveis por 100 g de extrato seco; **Micrograma equivalente acido galico por mL de extrato

seco diluido; ***Miligrama equivalente acido galico por grama de extrato seco.

Em relacdo ao teor de PFT, o ESA hidroalcodlico foi quem apresentou melhores

resultados nos dois métodos utilizados, diferentemente do resultado obtido para SE.

Demostrando assim, ser mais eficiente durante processo de secagem por aspersao por manter a

integridade dos compostos fendlicos.

Através do método de CLAE a deteccdo dos picos nas amostras, ocorreu em tempo

médio 21,3 minutos (umbeliferona) e 25,3 minutos (cumarina) segundo Figura 9, a seguir:
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Figura 9 - Cromatograma obtido por CLAE para os padrdes de Umbeliferona (a) e Cumarina (b) e seus
respectivos picos nas amostras de ESA de J. pectoralis Jaqc. (c).
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Em relacdo ao teor de cumarina e umbeliferona (Tabela 11) o teor do ESA
hidroalcoo6lico apresentou resultado superior e significante em relacdo a ESA aquoso, em ambas
as quantificacdes, conforme teste T student. Essa maior afinidade pelo solvente hidroalcodlico
pode ser explicado pelo fato da cumarina ter coeficiente de particéo (log P) de 1,39 (YOURICK
& BRONAUGH, 1997), indicando que é uma substancia hidrof6bica, ou seja, tem mais

afinidade por solventes apolares.
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Tabela 11 - Resultados de anélises de teor de cumarina e umbeliferona para ESA de J. pectoralis Jagc. pelo
método de CLAE. Resultados representados por X + DP.

ESA Cumarina (ug/mg*) | Umbeliferona (ug/mg)

Aquoso 2,1873 £ 0,01 0,1699 + 0,003

Hidroalcodlico 3,9711 + 0,05 0,4071 + 0,002
*Micrograma de cumarina por miligrama de extrato seco.

Em trabalho realizado por Nunes et al. (2018), o extrato aquoso apresentou teor de
cumarina superior ao encontrado para o0 extrato acetona:agua (7:3), 0,99 e 0,71g%
respectivamente.

Ja em estudo de Fonseca (2009), comparando a secagem da matéria-prima vegetal em
estufa e em temperatura ambiente, obteve-se em extrato hidroalcodlico valores de 16,19 e
0,81mg/g para cumarina e umbeliferona, respectivamente, para amostras secas em estufa e 2,39
e 0,78mg/g para secagem em temperatura ambiente.

Essa a variacdo na cumarina em analise de CLAE e outros conte(dos em amostras de
folhas ou partes aéreas de J. pectoralis esta relacionada com as diferentes fontes de variacdo no
plantio, como sazonalidade e origem geogréfica, além de condi¢cdes de processamento da
matéria-prima vegetal e preparacdo de extratos, sendo os valores de umbeliferona ndo afetados
por sazonalidade (CHANFRAU & FERRADA, 2014).

Esta mesma variacdo foi constatada em estudo realizado pelo grupo de pesquisa do
LIDETEF/UFAM no trabalho de Ferreira (2018), onde teores diferentes para cumarina foram
encontrados para amostras da cidade de Manaus/AM com diferentes condi¢c6es edafoclimaticos
e solvente de extracdo, como variacdes de 0,13 a 0,059% para extratos secos aquosos e de 0,14
a 0,09g% para extratos secos etandlico 50% (v/v).

Levando em consideracdo que na monografia da J. pectoralis Jacqg., presente na
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019b), o valor minimo desejavel nas folhas secas rasuradas
ou pulverizadas desta droga vegetal é de 0,2% de cumarina, pode-se dizer que as concentraces
encontradas, mesmo ap0s processo de secagem, mostraram-se superiores.

Conforme observado na Figura 10 e Tabela 12, os espectros de absorcdo em
infravermelho para os ESA demonstraram ser semelhantes entre si e aos espectros das SE,

indicando que o processo de secagem ndo interferiu na composic¢do dos constituintes presentes.
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Figura 10 - Comparacao da andlise de FTIR para ESA. Resultados representados por X + DP.

— ESA aquoso
------ . -- ESA hidroalcodlico

Transmitancia (%)

3376 1071

Numero de onda (cm™)

Tabela 12 - Regifes de absorcdo em FTIR presentes nos ESA aquoso e hidroalcodlico de J. pectoralis Jaqc.

Regido de absorcao Grupamento quimico
3650-3200 Hidroxilas (O-H)
3000-2850 Carbonos primario e secundario (C-Hse C-Hy).
1700-1600 Carbonilas (C=0) e C=C
1470-1370 C-Hze C-Hs
1275-1020 C-0O

A banda de O-H em 3376 cm™ continua presente, também se nota uma maior
intensidade do estiramento de C-Hsz e C-Hz na banda de 2930 cm™, além das absorcdes em 1612
cm! para presenca de C=0 e C=C. A absorc&o de 1071 cm™, que anteriormente estava presente
somente na SE hidroalc6olica, mostra-se agora presente nas duas secagens, reforcando o
alongamento da ligacdo C-O de alcoois, fendis ou éteres. Sobre as absor¢des que se mostraram
mais presentes no ESA do que na SE, nota-se um aumento dos picos proximo a banda de 1406
cm?, indicando o dobramento de C-Hz e C-Hs. O aumento na intensidade dos picos pode estar
ligado a maior exposicdo dos anéis da molécula presentes no ESA, por conta do processo de
secagem (SOCRATES, 2001; ALJAFF et al., 2013; PAVIA et al., 2015).

Através da analise morfoldgica (Figura 11), nota-se que o ESA aquoso originou
particulas na faixa de 9,86 e 0,98um e o ESA hidroalcodlico particulas entre 4,82 e 0,87um,

esses tamanhos variados de particulas sdo uma caracteristica das secagens por asperséo.
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Figura 11 — Analise morfol6gica do ESA aquoso (a esquerda) e ESA hidroalcodlico (a direita) através de
Microscopia por varredura eletrénica com aumento de 16700x.
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O ESA aquoso apresentou particulas esféricas com aspecto rugoso, diferentemente do
ESA hidroalcodlico com particulas esféricas de superficie lisa e uniforme. Conforme ja citado
por Wells (2005), particulas mais arredondadas, facilitam no rolamento e escoamento, além de
deixar menos espacos de ar dentro das misturas de pos. Ha relatos que particulas com superficie
rugosa podem ser mais suscetiveis a oxidacdo devido ao aumento da area de superficie (TOLUN
et al., 2016).

Em trabalho realizado por Tonon et al. (2008), notou-se que a baixa temperatura do ar
de entrada durante a secagem resultou em particulas com superficie enrugada, enquanto o
aumento da temperatura de secagem resultou em um maior namero de particulas com superficie
lisa, pois quanto maior a temperatura, mais rapida sera a evaporacdao da agua e levando a
formacédo de uma crosta lisa e dura.

No entanto, tanto ESA aquoso como o hidroalcoolico foram secos a 90°C, levando a
acreditar que o tipo de solvente foi o fator relevante na diferenca do aspecto dos extratos secos,
visto que a mistura de agua:etanol 50% (v/v) tende a evaporar mais rapidamente do que somente
agua, consequentemente levando a formacéo da superficie mais lisa, conforme citado acima.

O conhecimento dos aspectos de atividade bioldgica do vegetal € requisito essencial
para a transformacédo da planta medicinal no produto fitoterapico (TOLEDO et al., 2003).

Abaixo alguns dos parametros analisados para atividade antioxidante e enzimatica,

conforme Tabela 13:



Tabela 13 - Analise antioxidante e enzimatica dos ESA. Resultados representador por X £ DP.

Antioxidantes Enziméticos
ESA DPPH ABTS a-amilase a-glicosidase
(% inibicédo) (*Clsopg/mL) (% inibicéo) (% inibicé&o)
AqQquoso 429+125 43,8+0,42 2,33+£0,70 4,09 £ 2,50
Hidroalcodlico 36,3+1,70 48,0+ 0,73 1,25 £ 0,06 8,68 £ 0,20
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*CI = Concentracdo Inibitdria.

A atividade antioxidante dos ESA foi avaliada usando o ensaio DPPH, ABTS, que séo
0s métodos mais amplamente utilizados para estimar a atividade antioxidante dos fitoquimicos.
Os antioxidantes sdo compostos bioativos que inibem os radicais livres instaveis, levando a
reagdes em cadeia que podem danificar as células, causando envelhecimento celular e doencas
cronicas degenerativas (MASISI et al., 2016).

Através do DPPH pode-se constatar que a atividade de inibicdo do ESA aquoso e
hidroalcodlico ndo apresentaram resultados de % de inibicdo suficiente para obtencdo da Clso
(<50%). No entanto, pelo método do ABTS, nota-se melhor resultado visto que foi possivel
obter Clsg, onde 0 ESA hidroalcodlico teve maior resultado com 48,0 pg/mL.

Essa diferenca de resultados entre testes, sugerem que o tanto ESA agquoso como
hidroalcodlico possuem em sua composicdo compostos polares e apolares, por isso melhores
resultados foram alcangados pelo teste de ABTS. Afinal, o ensaio ABTS ¢é aplicavel a sistemas
antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos, enquanto o ensaio DPPH usa um radical dissolvido em
meio organico e €, portanto, aplicavel a sistemas hidrofébicos (KIM et al., 2002).

As enzimas amilase e glicosidase sdo responsaveis pelo processamento de carboidratos
presentes na dieta, através da quebra do amido e absor¢do de monossacarideos pelos
enterdcitos. Por conta dessa acdo, inibidores destas enzimas presentes em plantas, oferecem
uma estratégia promissora, através da redugdo da quebra do amido e da absorcdo da glicose no
intestino, para controle da hiperglicemia associada ao diabetes tipo 2, obesidade e hipertensao
(GUYTON & HALL, 2011; KWON et al., 2006).

Os resultados demonstraram que para a-amilase 0 ESA aquoso possui maior resultado
de inibicdo com 2,33%, no entanto ndo difere estatisticamente do ESA hidroalcodlico. Ja para
a-glucosidase 0 ESA hidroalcodlico apresentou mais atividade com 8,68% de inibigdo com
diferenga significativa pelo teste T student. No entanto, para que esta atividade fosse eficiente,
deveriam alcancar 50% ou mais de inibicdo, ou seja, 0s extratos secos ndo foram capazes de

inibir as enzimas amilase e glicosidase.
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Na maioria dos eventos de citotoxicidade, as medidas de viabilidade e citotoxicidade
sdo inversamente proporcionais. A citotoxicidade resulta da interferéncia de estruturas ou
propriedades essenciais para a sobrevivéncia, proliferacdo ou funcdo celular. A viabilidade
celular ¢é avaliada por mudancas na morfologia, na permeabilidade da membrana ou no estado
fisiologico, inferido da exclusdo de certos corantes no caso de células saudaveis ou a absorgdo
e retencdo de outros para células com permeabilidade comprometida (NILES et al., 2008;
TOLOSA et al., 2015).

Sobre o potencial citotoxico dos ESA, observou-se através da viabilidade celular em
células da linhagem MRC-5, conforme Gréfico 7, que os ESA ndo produziram mortes na
concentracdo de 100 pg/mL, ou seja, as células mantiveram vidveis, pois os ESA nao

apresentam citotoxicidade celular.

Gréfico 7 - Avaliacdo celular dos ESA em concentragdo de 100 pg/mL. Representador por X = DP.
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Outros autores também ja comprovaram a nao toxicidade do extrato seco, como Fonseca
(2009) pelo método de avaliacdo da atividade da lactato desidrogenase (LDH) relatado por,
onde extrato seco padronizado na concentra¢do de 100 pg/mL néo reduziu significativamente
a viabilidade de neutréfilos humanos, e Silva (2018) através do teste colorimétrico de MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio brometo), onde extrato seco padronizado em
concentracdo de 100 pg/mL ndo causou reducdo significativa da viabilidade celular.

5.4.2. Caracterizacdo do PSA

O dioxido de silicio coloidal (Aerosil®) apresenta pequeno tamanho de suas particulas

e sua grande area superficial garantem seu poder absorvente, desagregante, deslizante, sendo
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muito utilizado para melhorar as propriedades de fluxo, pois gera vantagens em relagdo ao
comportamento reoldgico, melhorando a fluidez dos p6s durante o processo (STANIFORTH,
2005). Além de auxiliar na manutenc¢do da baixa umidade e aumentar rendimento (GALLO et
al., 2011).

Ensaios pilotos de secagem foram realizados a fim de analisar o comportamento do ESA
hidroalcodlico, o qual anteriormente mostrou-se mais adequado para secagens, frente adigdo de
adjuvante de secagem, Aerosil®.

Para este desenho experimental (Tabela 14), obteve-se as seguintes combinacgdes de

secagens:

Tabela 14 - Desenho experimental de composicdo central para secagem com Aerosil® em diferentes
concentracdes e temperaturas.

PSA Adjuvante (%) Temperatura (°C)
5 10 15 90 97 105
1 -1 -1
2 -1 0
3 -1 +1
4 0 -1
5 0 0
6 0 +1
7 +1 -1
8 +1 0
9 +1 +1

Os resultados obtidos para caracterizacdo dos PSA estdo representados na Tabela 15,

abaixo:

Tabela 15 - Caracterizac&o dos PSA de planejamento fatorial 32 apds secagem com Aerosil® em concentracgdes
e temperaturas alternadas. Resultados representados por X + DP.

PSA PD (%) Aa FH (g/mL) IC (%) Re”‘(j;/r(ge”to
1 697+028 | 02461+001 | 1,5+0,08 324372 68,31
2 819+0,09 | 03251000 | 1,4+0,01 26 + 0,41 62,19
3 659+050 | 02557+001 | 1,6+0,02 37+0,73 72,49
4 713+021 | 04202+000 | 1,6+0,08 37+321 61,95
5 6,64+014 | 04015+000 | 14+0,06 30+ 2,67 63,32
6 6,41+0,13 | 040204001 | 1,4+0,09 30 + 4,46 63,06
7 855+021 | 03349+001 | 1,5+0,06 32+293 64,27
8 756+0,08 | 04124+000 | 1,3+0,03 23+ 1,67 65,72
9 6,21+0,20 | 03584+001 | 1,4+013 27 + 6,76 64,95
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Atraveés da anélise de DOE pelo design de composto central (DCC), foram obtidos o0s
valores dos efeitos das varidveis independentes sobre as respostas de perda por dessecacao e

atividade de agua, conforme demonstrado na Tabela 16, a seguir:

Tabela 16 - Andlises de efeitos das variaveis independentes concentracéo de adjuvante e temperatura sobre
variaveis dependentes Perda por dessecacao e Atividade de agua.

Ensaios PD (%0) Aa
Fator Efeito p Efeito p
1L 0,16897 | 0,545101 | 0,090122 | 0,000000*
1Q 1,23333 | 0,022167* | -0,168572 | 0,000000*
2L -1,14833 | 0,001160* | 0,003132 0,791060
2Q -0,89911 | 0,081167 | -0,084390 | 0,000339*
1Le2L -0,94626 | 0,014604* | 0,009740 0,516501

1 - Adjuvante (%); 2 — Temperatura (°C); L — linear; Q — quadrético; *p<0,05.

A determinagdo do teor de umidade tem um efeito consideravel na estabilidade quimica
e microbiologica, bem como nas propriedades fisicas do produto, especialmente no que diz
respeito as propriedades de fluxo e distribuicdo do tamanho das particulas (TELANG &
THORAT, 2010). Diferentes niveis de umidade em produtos secos por aspersdo podem ser
alcancados variando a temperatura de entrada do ar e podem ser menores operando em
temperaturas de entrada mais altas (POURSHOURI et al., 2013).

De acordo com a tabela de efeitos a PD foi influenciada significativamente pela
temperatura de secagem (°C) e concentracdo de adjuvante (%), de termo linear e quadratico
respectivamente, sendo a variavel temperatura a de maior importéncia. Os efeitos indicam que
guanto mais alta a temperatura de secagem menor seria a umidade e uma maior concentracdo
de adjuvante aumenta a umidade PSA, o que também pode ser observado pela analise de
superficie de resposta na Figura 12A. A combinacdo destes dois fatores também foi relevante
estatisticamente, ou seja, aumentando ambas as variaveis, menor umidade do PSA pode ser
obtida.

Para Aa, analisando o aumento da concentracdo de adjuvantes em termo linear nota-se
a elevacdo dos valores de Aa. J& em termos quadraticos o aumento da concentracdo e a
temperatura, individualmente, causam diminuicdo de Aa, o0 que leva a diminuicdo das chances
de uma contaminacdo microbiana nestas secagens. Na superficie de resposta (Figura 12B),

pode-se observar a formagdo de um ponto central na analise de superficie de resposta, ou seja,
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os valores utilizados como pontos centrais (adjuvante a 10% e temperatura de 97°C),
apresentaram os maiores valores para Aa. Assim, como o ideal é se obter menor Aa, pode-se
dizer que os melhores resultados foram obtidos nas extremas de temperaturas e concentracdo

de adjuvante.

Figura 12 - Analise de superficie de resposta para as condicdes de concentracdo de adjuvante e temperatura
de secagem sobre as variaveis dependentes perda por dessecacéo (PD) (A) e atividade de agua (Aa) (B).

A B

s Qd

Também foram analisados pelo DCC os efeitos da temperatura de secagem e
concentracdo de adjuvantes sobre a variaveis de escoamento e fluidez dos pds (FH e IC) e

rendimento, conforme representado na Tabela 17.

Tabela 17 - Andlises dos efeitos das variaveis independentes concentracéo de adjuvante e temperatura sobre
variaveis dependentes Fator de Hausner, Indice de Carr e Rendimento.

1 - Adjuvante (%); 2 — Temperatura (°C); L — linear; Q — quadrético; *p<0,05.

Ensaios FH (g/mL) IC (%) Rendimento (%)
Fator Efeito p Efeito p Efeito p
1L -0,088229 | 0,066115 | -4,38321 | 0,055643 | -2,72676 | 0,413282
1Q -0,132724 | 0,104497 | -6,48440 | 0,095317 | 7,09000 | 0,249922
2L -0,050329 | 0,271145 | -2,48687 | 0,252311 | 1,99000 | 0,538823
2Q 0,244770 | 0,007324* | 11,74569 | 0,006798* | 4,07545 | 0,475408
1L e2L | -0,110122 | 0,061513 | -5,25853 | 0,059847 | -1,95422 | 0,617552
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Para resultados de rendimentos, pela tabela de efeitos, nenhuma variavel demostrou
interferir de forma significante estatisticamente.

Para analise de FH e IC nota-se atraves de tabela de efeito significancia somente na
variavel temperatura de termo quadratico, onde seu aumento causa a elevacéo das respostas, o
que acaba prejudicando a fluidez dos pos e dificultando propriedades de escoamento e
empacotamento. Conforme visualizado nas Figuras 13A e 13B, a superficie de resposta indica
que ambas as respostas se comportam de maneira semelhante em relacdo as varidveis
independentes, assim juntamente ao aumento da temperatura seria interessante a elevacao da

concentracédo de adjuvantes, a fim de diminuir os valores de FH e IC nestas amostras.

Figura 13 - Analise de superficie de resposta para as condicfes de concentracao de adjuvante e temperatura
de secagem sobre as variaveis dependentes Fator de Hausner (FH) (A) e Indice de Carr (IC) (B).

[REHSACEN
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Para analise de PFT dos PSA, somente o0 método 2 foi utilizado para quantificacdo
(Tabela 18), visto que, do ponto de vista estatistico, os dois métodos haviam apresentado
resultados semelhantes para analises nas SE e ESA.
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Tabela 18 - Anélise de teor de polifendis dos PSA de planejamento fatorial 32 da J. pectoralis Jaqc. Resultados
representados por X + DP.

Método 2 (BRASIL, 2019a)
PSA g%* mg EAG/g**
1 15,59 + 0,44 9,0+0,19
2 18,12+ 0,14 10,1 + 0,06
3 15,47 + 0,05 9,0+ 0,02
4 13,49 + 0,08 7,8+0,03
5 15,95 + 0,49 8,8 +0,20
6 14,94 + 0,22 8,4 +0,09
7 18,94 + 0,52 9,6 +0,20
8 15,25 + 0,25 8,2+0,10
9 13,96 + 0,16 7,7+0,06

*Gramas de solidos solaveis por 100 g de extrato seco. **Miligrama equivalente acido gélico por grama de extrato
seco.

Para andlise dos efeitos das variaveis concentracdo de adjuvante e temperatura, obtidos
através de DCC, nota-se que efeitos significantes para correlacdo dos fatores sobre teor de PFT

dos PSA, conforme demostrado na Tabela 19 e Figura 14.

Tabela 19 - Andlises de efeitos das variaveis independentes concentracdo de adjuvante e temperatura sobre
variavel dependente teor de polifendis totais.

Método 2
Ensaios (BRASIL, 2019a)
PFT (g%0) PFT (mg EAG/Q)
Fator Efeito p Efeito p
1L -0,39886 | 0,626561 | -0,887457 | 0,017410*
1Q 2,85343 | 0,061414 | 1,197041 0,052928
2L -1,22193 | 0,151851 | -0,475830 | 0,165117
2Q -2,01247 | 0,173333 | -0,899876 | 0,134333
1L e2L -2,33997 | 0,033849* | -0,925236 | 0,036806*

1 - Adjuvante (%); 2 — Temperatura (°C); L — linear; Q — quadrético; *p<0,05.

Em teor de PFT a correlacdo das variaveis em termo linear mostrou-se significante, ou
seja, aumentando a concentracdo de adjuvantes e temperatura, simultaneamente, diminui-se o
teor de PFT nas amostras, ndo sendo, portanto, uma correlacdo favoravel para este teste. O
mesmo resultado p6de ser observado para resultados em mg EAG/g, tanto para correlacdo como
para a variavel concentracdo de adjuvante de termo linear, o qual apresentou ter maior impacto

neste resultado, porém, de forma negativa.
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Pode se observar pela superficie de resposta na Figura 14A, que altos valores podem
ser obtidos com aumento da concentragdo de adjuvantes acima de 16%, coincidindo com o0s
resultados dos efeitos de forma quadratica. O aumento de temperatura de forma independente

também aumenta os teores de polifendis nas secagens, conforme observado nas Figura 14A e
14B.

Figura 14 - Analise de superficie de resposta para as condi¢fes de concentracao de adjuvante e temperatura
de secagem sobre a variavel dependente teor de Polifenodis Totais (PFT) em g% (A) e mg EAG/g (B).

A

9 AAd
(Hedat LAd

Para andlise de teor de cumarina e umbeliferona, foram obtidos os seguintes resultados,
conforme Tabela 20:

Tabela 20 - Andlise de teor de Cumarina e Umbeliferona dos PSA de planejamento fatorial 32. Resultados
representador por X + DP.

PSA Cumarina (ug/mg*) Umbeliferona (ug/mg)
1 3,3305 £ 0,01 0,2810 + 0,00
2 3,7112 £ 0,06 0,3654 + 0,02
3 1,7837 £ 0,02 0,2481 + 0,00
4 3,0201 £ 0,02 0,3679 £ 0,01
5 3,1947 £ 0,11 0,3660 * 0,00
6 3,4356 + 0,04 0,3254 + 0,00
7 3,7408 + 0,12 0,3778 £ 0,01
8 2,8794 £ 0,06 0,3221 + 0,00
9 3,4572 £ 0,04 0,3619 + 0,00

*Micrograma de cumarina por miligrama de extrato seco.
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Através da analise de DCC foram obtidos os valores dos efeitos das variaveis

independentes sobre os teores de cumarina e umbeliferona presente nos PSA, conforme
demonstrado na Tabela 21 e Figura 15, a seguir:

Tabela 21 - Andlises de efeitos das variaveis independentes concentracéo de adjuvante e temperatura sobre
variaveis dependentes teores de Cumarina e Umbeliferona.

Ensaios Cumarina (ug/mg) Umbeliferona (ug/mg)
Fator Efeito p Efeito p
1L 0,287694 0,265624 | 0,056028 | 0,001974*
1Q -0,213496 | 0,627845 | -0,054113 | 0,062087
2L -0,370516 | 0,170913 | -0,030392 | 0,068936
2Q -0,195048 | 0,651011 | -0,046462 | 0,107135
1L e2L 0,659100 0,053694 | 0,011756 | 0,551063

1 - Adjuvante (%); 2 — Temperatura (°C); L — linear; Q — quadrético; *p<0,05.

Na avaliagéo dos efeitos sobre cumarina e umbeliferona, pela tabela de efeitos, somente
o teor de umbeliferona demonstrou significancia estatistica na concentracdo de adjuvante de
termo linear.

Sendo assim, para a superficie de resposta da umbeliferona (Figura 15), observa-se a
presenca de um ponto 6timo, onde os maiores valores encontrados estdo situados entre as

maiores concentragdes de adjuvante, na faixa de 10-14%, sendo o Unico fator estatisticamente
significante neste planejamento fatorial.

Figura 15 - Andlise de superficie de resposta para as condic¢Ges de concentracdo de adjuvante e temperatura
de secagem sobre as variaveis dependentes teores de Umbeliferona.
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Pode-se observar através da na Figura 16 e Tabela 22, que os espectros de absor¢ao
em infravermelho demonstraram ser semelhantes entre si e aos ESA, o que indica que o
processo de secagem em diferentes temperaturas ndo interferiu de forma negativa na
composicao das substancias ja notadas anteriormente, o que é constatado principalmente pelo
aumento da exposic¢ao dos picos entre a regido de 1615-1082, que representam principalmente
as ligacbes de C-Hz e C-Hs, associados a composicao dos anéis da molécula presentes no PSA
(SOCRATES, 2001; ALJAFF et al., 2013; PAIVA et al., 2016).

Figura 16 - Comparacéo da analise de FTIR para PSA de planejamento fatorial 32 e Aerosil®.
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Tabela 22 - Regibes de absorcdo em FTIR presentes nos PSA de planejamento fatorial 32 de J. pectoralis
Jaqgc.

Regiéo de absorcéo Grupamento quimico
3650-3200 Hidroxilas (O-H)
3000-2850 Carbonos primério e secundario (C-Hse C-Hy).
1700-1600 Carbonilas (C=0) e C=C
1470-1370 C-Hze C-Hs
1275-1020 C-0
~820-470 Si-O

Também fica evidente que o adjuvante utilizando mostrou-se inerte na composicao,

visto que, bandas intensas caracteristicas de compostos presentes no Aerosil® ndo foram
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observadas nos PSA, sendo o pico de 802 indicando o alongamento assimétrico de Si-O e 0
pico em 465 para flex&o de Si-O (EL-GIZAWY et al., 2015).

Em relacdo a avaliacdo celular, assim como os ESA, nenhum PSA apresentou
citotoxicidade celular na concentracdo de 100 pg/mL como pode ser observado no Gréfico 8.
Resultados parecidos foram encontrados nas secagens sem adi¢do de adjuvante, ou seja, a
presenca desse auxiliador de secagem ndo influencia nesta atividade.

Gréfico 8 - Avaliacéo celular dos PSA+Aerosil® em concentracdo de 100 pg/mL. Representados por X + DP.
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Ap0s ndo serem observadas grandes mudancgas nas caracteristicas dos extratos secos na
presenca de Aerosil®, ensaios pilotos foram realizados a fim de comparar o comportamento do
ESA aquoso e hidroalcodlico com os adjuvantes CMC e Aerosil®, na menor concentragio de
trabalho (5%).

Para este planejamento fatorial obteve-se combinagdes de secagens variando adjuvante,
solucgéo extrativa e temperatura, conforme Tabela 23:
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Tabela 23 - Desenho experimental 23 para condicdes de secagem com CMC e Aerosil® em solvente aquoso e

hidroalc

oolico.

PSA Adjuvante (5%) Solucéo Extrativa Temperatura (°C)
Aerosil® | CMC | Agquoso | Hidroalcodlico | 90 | 105

Al -1 -1 -1

A2 -1 -1 1+

A3 +1 -1 -1

Ad +1 -1 1+

H1 -1 1+ -1

H2 -1 1+ 1+

H3 +1 1+ -1

H4 +1 1+ 1+

Os seguintes parametros foram analisados Tabela 24:

Tabela 24 - Caracterizacdo dos PSA em planejamento fatorial 2° com adjuvantes de secagem CMC e
Aerosil® em diferentes temperaturas. Resultados representador por X = DP.

PSA PD (%) Aa FH (g/ML) IC (%) Re”?;/:;e”to
Al | 536%+009 | 03269°+0,01 | 142£000 | 31°+0,19 67,83
A2 | 4639+015 | 024709+0,00 | 1,4°+006 | 30°+283 62,78
A3 | 651%+002 | 04196°+001 | 14°+007 | 27°%308 54,97
A4 | 5339+001 | 03890°+0,00 | 1,4°£000 | 302%0,00 64,56
H1 | 697°+028 | 02461°+001 | 15°+008 | 329372 68,31
H2 | 659%+050 | 025579+001 | 13°+006 | 23°+354 72,49
H3 | 7,02°+002 | 04125®+000 | 15°+029 | 33°+12,82 66,12
H4 | 606*+00l | 04017®+000 | 14°+003 | 29°+1,77 65,80

Médias com letras diferenciadas na mesma coluna diferem entre si, segundo teste de Tukey (p<0,05).

Para PD, através de ANOVA (Anexo A), observa-se que os fatores independentes

interferem nesta variavel, bem como a correlagdo de SE+adjuvante e adjuvante+temperatura, e

segundo teste de Tukey (p<0,05) as Unicas amostras que se diferenciam estatisticamente das

outras sdo a A2, H1 e H3, sendo A2 apresentou menor teor de umidade e H1 e H3 apresentaram

maior teor de umidade e ndo sendo diferentes entre si. Com isso, conforme Figura 17, nota-se

a diferenca entre as SE, onde que 0 extrato seco aquoso é quem apresenta menor umidade,

sendo menor na presenca de Aerosil®, resultado esperado pois o este adjuvante ¢ altamente

hidrofébico, agindo diretamente na higroscopicidade do produto (ARAUJO et al., 2010).
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Figura 17 - Gréfico de correlacéo das secagens frente a adicdo de adjuvantes CMC e Aerosil® em diferentes
temperaturas para determinacéo de Perda por dessecacao.
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Os resultados de Aa continuaram demonstrando-se dentro do preconizado de <0,75 pela
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019a). Segundo ANOVA (Anexo B), todos os fatores
mostraram-se significantes, exceto a relacdo adjuvante+temperatura, sendo o adjuvante o maior
interferente para Aa. Através do teste de Tukey e conforme representado pela comparacdo na
Figura 18, fica evidente maior eficacia do adjuvante Aerosil®, independente da SE utilizada,

para obtencdo de menores valores de Aa.

Figura 18 - Gréfico de correlacéo das secagens frente a adigdo de adjuvantes CMC e Aerosil® em diferentes
temperaturas para determinacéo de Atividade de agua.
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Em relacdo as caracteristicas reoldgicas de escoamento e fluidez dos poés, tanto os
resultados de FH como de IC, ndo apresentaram ser significantes estatisticamente (Anexos C e
D). Sendo assim, pode-se classifica-los como pés que apresentam dificuldade de escoamento e
empacotamento pelo teste de IC > 20%, de acordo com Aulton & Taylor (2016) e Prista et al.
(2003), e pelo teste de FH como pos de fluxo pobre (faixa 1,26 — 1,45) e muito pobre (> 1,50)
conforme USP (2006) e Wells (2005). E provavel que a mistura de celulose microcristalina e o
diéxido de silicio coloidal melhorem caracteristicas de fluxo de pds, visto que sdo muito
utilizados como material de enchimento e agente regulador de fluxo, respectivamente (PETRY
et al., 1998).

No rendimento, o maior valor encontrado foi para 0 H2, no entanto sem significancia
estatistica pela analise de DOE (Anexo E). Pode-se entdo, considerar que a presenca desses
agentes de secagem ndo influencia neste parametro.

Para analise de PFT foram obtidos os seguintes resultados, conforme Tabela 25:

Tabela 25 - Andlise de teor de polifentis dos PSA de J. pectoralis Jagc. por diferentes métodos. Resultados
representados por X £ DP (CV%).

Método 2 (BRASIL, 2019a)
PSA
g%* mg EAG/g**

Al 14,274 + 0,13 (0,9) | 8,4 "4 + 0,06 (0,7)
A2 12,329+0,82(6,7) | 7,69+0,35 (4,7)
A3 12,499+ 1,47 (11,8) | 7,79+ 0,63 (8,2)
A4 12,289+0,14 (1,2) | 7,69+ 0,06 (0,8)
H1 15,59+ 0,44 (2,8) | 9,0°+0,19 (2,1)
H2 15,47 "+ 0,05 (0,3) | 9,0+ 0,02 (0,2)
H3 13,09 % + 0,06 (0,5) | 7,9 %+ 0,03 (0,3)
H4 18,222+ 0,16 (0,9) | 10,12+ 0,07 (0,7)

*Gramas de solidos soltveis por 100 g de extrato seco. **Miligrama equivalente acido galico por grama de extrato
seco.

Nota-se que para teor de PFT, através de teste de Tukey, os PSA A2, A3 e A4 foram os
gue apresentaram menor teor, ja 0 PSA H4 foi o melhor resultado encontrado para esta variavel.
Observando a comparacao dos fatores na Figura 19 e pelos Anexos F e G, pode-se comprovar
que a SE, bem como sua correlagdo com fatores temperatura e adjuvante, separadamente, foram

0s maiores interferentes para este resultado, onde o adjuvante CMC na SE hidroalcodlica se
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mostrou mais eficiente para retencdo desses compostos, quando aplicada maior temperatura de

secagem.

Figura 19 - Grafico de correlacdo das secagens frente a adigdo de adjuvantes CMC e Aerosil® em diferentes
temperaturas para determinacéo de teor de Polifendis totais.
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Os seguintes resultados foram encontrados para teor de cumarina e umbeliferona
(Tabela 26):

Tabela 26 - Andlise de teor de Cumarina e Umbeliferona ap6s secagem por aspersdo com diferentes
temperaturas e adicdo de adjuvantes. Resultados representador por X (CV%).

PSA Cumarina Umbeliferona
(Hg/mg*) (ng/mg)
Al 1,6546 9 (1,3) | 0,07389(6,0)
A2 1,7170%(1,3) | 0,07739(5,8)
A3 1,7308 ¢ (1,9) 0,0608 ¢ (4,7)
A4 1,6918 ¢ (3,3) 0,0710 % (0,9)
H1 3,33052(0,4) 0,2810°(0,9)
H2 1,7837°(1,1) | 0,2481°(L,6)
H3 2,8767°(2,3) | 0,3064%(0,9)
H4 3,41767(0,5) | 0,3030%(2,0)

Médias com letras diferenciadas na mesma coluna diferem entre si, segundo teste de Tukey (p<0,05).
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Para teor de cumarina e umbeliferona com o teste ANOVA (Anexos H e I) nota-se que
todas as varidveis foram significantes estatisticamente, tanto isoladamente como
correlacionadas, sendo a SE o maior interferente para ambas as variaveis dependentes. Através
do teste de Tukey os melhores resultados foram encontrados na SE hidroalcodlica, indicando
que a SE aquosa com adjuvantes ndo foi tdo eficiente para extragdo de cumarina. O mesmo
pdde ser observado anteriormente nas secagens sem auxilio destes.

Para cumarina as maiores concentracfes do ativo foram observadas nas secagens H1 e
H4, ndo diferindo entre si segundo teste de Tukey, indicando que os dois adjuvantes foram
eficientes para preservacdo deste componente. J& para umbeliferona os melhores resultados
foram para H3 e H4, ou seja, 0 uso do adjuvante CMC apresentou ser melhor para sua
conservacao.

Assim, pode-se dizer que a correlagdo SE+temperatura+adjuvante é um fator importante
para teor de cumarina (Anexo H), pois como pode ser observado na Figura 20, nota-se que 0
aumento da temperatura de secagem (105°C) diminuiu drasticamente o teor deste ativo no PSA
oriundo da SE hidroalcodlica com adjuvante Aerosil® (H1), o inverso é observado para esta SE
na presenca de CMC (H4), onde o aumento da temperatura acaba sendo mais eficiente para
conservagao deste ativo. J4 a SE aquosa demostrou ser mais estavel a variagdo de temperatura,

independente do adjuvante utilizado.

Figura 20 - Gréfico de correlacéo das secagens frente a adigdo de adjuvantes CMC e Aerosil® em diferentes
temperaturas para determinacéo do teor de Cumarina.
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Diferentemente do visualizado para teor de cumarina, os resultados de teor de
umbeliferona, em ambas SE, apresentaram ser mais estaveis frente mudanca de temperatura
(Figura 21), o qual foi um fator estatisticamente significante. No entanto o maior interferente,
depois da SE, foi a correlagdo SE+adjuvante comprovando assim melhor eficiéncia do

adjuvante CMC para as secagens com SE hidroalcoolica.

Figura 21 — Gréfico de correlacéo das secagens frente a adicdo de adjuvantes CMC e Aerosil® em diferentes
temperaturas para determinacéo do teor de Umbeliferona.
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Para andlise de viabilidade celular, todos os PSA em estudo apresentaram avali¢do
celular satisfatéria na concentracdo de 100 pug/mL como pode ser observado no Gréfico 9.

Condizendo com resultados ja encontrados anteriormente neste trabalho.
Gréfico 9 - Avaliagéo celular dos PSA em secagem com adi¢do de adjuvantes CMC e Aerosil® em diferentes
temperaturas na concentragéo de 100 pg/mL.
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6. CONCLUSAO

Através da caracterizacdo inicial realizada na MPV da Justicia pectoralis Jacq.
contatou-se que o material vegetal apresentou boa fluidez e bons resultados para testes de
pureza, além de indicar que os dois solventes, agua e mistura agua:etanol 50% (v:v), utilizados
foram eficazes para extragdo de constituintes e solidos soluveis.

Em relacdo a caracterizacdo das secagens, notou-se que, a adicdo de adjuvantes ndo
influenciou da maneira esperada para melhora da fluidez e escoamento dos pds obtidos, assim
como ndo beneficiou no aumento do rendimento, visto que melhores resultados foram
encontrados nos extratos sem presenca de adjuvantes, com 85,80 e 78,47% para ESA aquoso e
hidroalcodlico, respectivamente. Mesmo ap6s processo de secagem e adicdo de adjuvantes, foi
possivel constatar, através das analises de espectroscopia por FTIR, que as substancias
presentes se mantiveram estaveis.

Nas analises morfoldgicas dos ESA ficou evidente a diferenca entre os tipos de solvente
utilizados, sendo as caracteristicas observadas no ESA hidroalcodlico, superficie lisa e
uniforme, indicativos de melhor fluidez e processo mais rapido para formacéo das particulas.

Os testes antioxidantes apontaram melhores resultados pelo teste de ABTS, indicando
que os ESA possuem em sua composi¢do a presenca de substancias polares e apolares. Ja 0s
testes enzimaticos realizados ndo apresentaram resultados eficientes, indicando que a espécie
em estudo ndo inibe as enzimas amilase e glicosidase. Também ndo foram evidenciadas
atividade antimicrobiana do ESA para a cepa de Staphylococcus aureus em teste.

Sobre anélises de ativos presentes na espécie, notou-se que o quantitativo de teor de PFT
aumentou consideravelmente ap6s processo de secagem e se manteve estavel frente aos
tratamentos realizados dentro dos planejamentos fatoriais. A mesma estabilidade diante dos
tratamentos realizados foi observada para os marcadores quimicos presentes, cumarina e
umbeliferona, visto que os teores encontrados eram semelhantes, tanto nas secagens com
adjuvante como sem a presenca destes, com exce¢do para 0 extrato seco com adjuvantes
oriundo da SE aquosa (PSA Al-A4), que apresentaram resultados inferiores a todas as
secagens.

Em relacdo a viabilidade celular, nenhuma amostra, na concentracdo de 100 pg/mL,
apresentou efeito citotoxicos para células da linhagem MRC-5, ou seja, as células continuaram
viaveis.

Sendo assim, conclui-se através das estatisticas aplicadas, o processo de secagem

favoreceu fatores importantes, como o aumento da concentracdo dos principios ativos da
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espécie em estudo, assim como manteve sua integridade. Também foi possivel constatar que a
adicdo de auxiliares de secagem, da maneira que foram testados, sdo dispensaveis para o
processo de secagem, visto que os resultados encontrados ndo se diferenciaram muito do
encontrado para extratos sem adicdo destes. Resultado interessante, pois a ndo adicdo de
adjuvantes de secagem favorecem de forma econémica e prética a producdo dos extratos secos.

Sugere-se melhor avaliagdo dos processos de secagem a fim de prosseguir com a
otimizacdo visando a obtencdo das formas farmacéuticas solidas, como granulados,

comprimidos ou capsulas, proveniente da espécie Justicia pectoralis Jacq.
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ANEXOS

Anexo A: ANOVA para Perda por dessecacdo das secagens com variacdo de adjuvante e temperatura.

PD (%)

Fator ss [GL| Ms F 0
Intercepto 586,7295 | 1 | 586,7295 | 12858,06 | 0,000000*
SE 5,7961 1 5,7961 127,02 | 0,000003*
Adjuvante 0,4727 1 0,4727 10,36 | 0,012268*
Temperatura 2,6488 1 2,6488 58,05 | 0,000062*
SE*Adjuvante 1,3631 1 1,3631 29,87 | 0,000598*
SE*Temperatura 0,0770 1 0,0770 1,69 0,230108
Adjuvante*Temperatura 0,2627 1 0,2627 5,76 0,043232*
SE*Adjuvante*Temperatura | 0,0046 1 0,0046 0,10 0,760097

Erro 0,3651 8 0,0456

*p<0,05.

Anexo B: ANOVA para Atividade de agua das secagens com variagéo de adjuvante e temperatura.

Fator Aa
SS GL MS F p
Intercepto 1,820138 | 1 | 1,820138 | 37139,52 | 0,000000*
SE 0,001107 | 1 | 0,001107 22,59 0,001439*
Adjuvante 0,074816 | 1 | 0,074816 | 1526,60 | 0,000000*
Temperatura 0,003116 | 1 | 0,003116 63,59 0,000045*
SE*Adjuvante 0,001507 | 1 | 0,001507 30,76 0,000544*
SE*Temperatura 0,002978 | 1 | 0,002978 60,77 0,000053*
Adjuvante*Temperatura 0,000210 | 1 | 0,000210 4,28 0,072489
SE*Adjuvante*Temperatura | 0,001213 | 1 | 0,001213 24,75 0,001087*
Erro 0,000392 | 8 | 0,000049

*p<0,05.

Anexo C: ANOVA para Fator de Hausner das secagens com variacdo de adjuvante e temperatura.

FH (g/ML)
Fator sS |GL| Ms F 0
Intercepto 31,92250 | 1 | 31,92250 | 2553,800 | 0,000000*
SE 0,00000 | 1 | 0,00000 0,000 1,000000
Adjuvante 0,00000 | 1 | 0,00000 0,000 1,000000
Temperatura 0,01000 | 1 | 0,01000 0,800 0,397204
SE*Adjuvante 0,02250 | 1 | 0,02250 1,800 0,216547
SE*Temperatura 0,02250 | 1 | 0,02250 1,800 0,216547
Adjuvante*Temperatura 0,00250 | 1 | 0,00250 0,200 0,666581
SE*Adjuvante*Temperatura | 0,00000 | 1 | 0,00000 0,000 1,000000
Erro 0,10000 | 8 | 0,01250

*p<0,05.



Anexo D: ANOVA para indice de Carr das secagens com variacio de adjuvante e temperatura.

IC (%)

Fator s JGL| Ms F 0
Intercepto 13689,00 | 1 | 13689,00 | 509,3581 | 0,000000*
SE 1,00 1 1,00 0,0372 | 0,851847
Adjuvante 4,00 1 4,00 0,1488 | 0,709706
Temperatura 30,25 1 30,25 1,1256 0,319696
SE*Adjuvante 36,00 1 36,00 1,3395 | 0,280502
SE*Temperatura 56,25 1 56,25 2,0930 0,185992
Adjuvante*Temperatura 20,25 1 20,25 0,7535 | 0,410656
SE*Adjuvante*Temperatura 0,25 1 0,25 0,0093 | 0,925537

Erro 215,00 8 26,88

*p<0,05.

Anexoe E: DOE 22 para Rendimento das secagens com variacio de adjuvante e temperatura.

Fator Rendimento (%)
SS GL MS F p
SE 63,6845 | 1 | 63,68451 | 1,390744 | 0,447741
Adjuvante 49,7991 1 |49,79913 | 1,087514 | 0,486652
Temperatura 8,8269 1 8,82695 | 0,192763 | 0,736625
SE*Adjuvante 0,6039 1 0,60387 | 0,013187 | 0,927212
SE*Temperatura 0,0579 1 0,05786 | 0,001264 | 0,977380
Adjuvante*Temperatura | 12,8456 1 | 12,84555 | 0,280521 | 0,689915
Erro 45,7917 1 | 45,79170
SS total 181,6096 | 7

*p<0,05.
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Anexoe F: ANOVA para teor de Polifendis (g%) das secagens com variacao de adjuvante e temperatura.

PFT (%)

Fator SS [GL| MS F D
Intercepto 3234,018 | 1 | 3234,018 | 8314,815 | 0,000000*
SE 30,249 1 30,249 77,773 | 0,000022*
Adjuvante 0,615 1 0,615 1,581 0,244123
Temperatura 2,022 1 2,022 5,200 0,052048
SE*Adjuvante 1,068 1 1,068 2,745 0,136154
SE*Temperatura 12,868 1 12,868 33,085 | 0,000428*
Adjuvante*Temperatura 12,293 1 12,293 31,605 | 0,000497*
SE*Adjuvante*Temperatura 3,103 1 3,103 7,978 0,022334*

Erro 3,112 8 0,389

*p<0,05.
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Anexo G: ANOVA para teor de Polifendis totais (mg EAG/g) das secagens com variacdo de adjuvante e

temperatu ra.
PFT (mg EAG/g)

Fator s [GL| Ms F 0
Intercepto 1133,299 | 1 | 1133,299 | 15889,55 | 0,000000*
SE 5,786 1 5,786 81,13 | 0,000018*
Adjuvante 0,108 1 0,108 151 0,253797
Temperatura 0,356 1 0,356 4,99 0,055962
SE*Adjuvante 0,164 1 0,164 2,29 0,168344
SE*Temperatura 2,352 1 2,352 32,98 | 0,000432*
Adjuvante*Temperatura 2,188 1 2,188 30,68 | 0,000548*
SE*Adjuvante*Temperatura | 0,553 1 0,553 7,75 0,023785*

Erro 0,571 8 0,071

*p<0,05.

Anexo H: ANOVA para Cumarina totais das secagens com variac¢éo de adjuvante e temperatura.

Fator

Cumarina (ug/mg)

SS GL MS F p
Intercepto 116,9416 | 1 | 116,9416 | 86411,36 | 0,000000*
SE 7,5144 1 7,5144 5552,56 | 0,000000*
Adjuvante 0,5349 1 0,5349 395,22 | 0,000000*
Temperatura 0,3406 1 0,3406 251,71 | 0,000000*
SE*Adjuvante 0,4501 1 0,4501 332,61 | 0,000000*
SE*Temperatura 0,3739 1 0,3739 276,31 | 0,000000*
Adjuvante*Temperatura 1,3926 1 1,3926 1029,02 | 0,000000*
SE*Adjuvante*Temperatura | 1,6914 1 1,6914 | 1249,83 | 0,000000*

Erro 0,0203 | 15 | 0,0014

*p<0,05.

Anexo I: ANOVA para Umbeliferona totais das secagens com variacao de adjuvante e temperatura.

Umbeliferona (ug/mg)

Fator ss [GL| Ms F 0
Intercepto 0,713074 | 1 | 0,713074 | 48389,84 | 0,000000*
SE 0,258432 | 1 | 0,258432 | 17537,41 | 0,000000*
Adjuvante 0,001315| 1 |0,001315| 89,25 | 0,000000*
Temperatura 0,000182 | 1 |0,000182 | 12,34 | 0,003140*
SE*Adjuvante 0,003500 | 1 | 0,003500 | 237,50 | 0,000000*
SE*Temperatura 0,000879 | 1 |0,000879 | 59,64 | 0,000001*
Adjuvante*Temperatura | 0,000457 | 1 | 0,000457 | 31,04 | 0,000053*
SE*Adjuvante*Temperatura | 0,000183 | 1 | 0,000183 | 12,39 | 0,003093*

Erro 0,000221 | 15 | 0,000015

*p<0,05.



