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RESUMO

Peperomia pellucida L. (H.B.K.) é conhecida popularmente como erva-de-jabuti e é
usada como antimicrobiano, anti-hipertensivo e anti-inflamatorio. Este trabalho teve
por finalidade desenvolver tecnologicamente formas farmacéuticas a base de P.
pellucida para o tratamento antimicrobiano e cardiovascular, realizando analises
anatémica e microquimica das folhas, caracterizagdo fisico-quimica para o po e para
a solucdo extrativa da planta inteira, analises por espectrofotometria e cromatografia
das fracdes flavonoidica e do extrato bruto, avaliagdo da sazonalidade e do processo
de extracdo, a avaliacido das atividades antimicrobiana e cardiovascular do extrato
etandlico, clonagem, avaliagdo dos diferentes processos de secagem utilizando
microscopia eletronica de varredura e andlise térmica, otimizacdo do processo e
caracterizacao fisico-quimica do extrato seco por spray dryer e 0 desenvolvimento de
capsulas utilizando extrato seco por aspersdo de P. pellucida. As caracteristicas
anatdmicas e microquimicas foram fundamentais na identificacao e caracterizacao da
espécie. A avaliacdo da sazonalidade indicou que ndo ha influéncia dos valores de
precipitacdo das chuvas sobre o teor do marcador utilizado para P. pellucida, a
3°,4°,7-tri-O-metoxiflavona, nas amostras coletadas nos meses margo, maio e julho
de 2010. Na variagdo da concentracdo do solvente da maceracdo (50, 70 e 90%), o
marcador apresentou um maior valor de teor na concentracdo de 70% de alcool
etilico. O extrato etandlico demonstrou atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. A micropropagacao de P.
pellucida foi possivel utilizando-se gemas axilares jovens. O extrato seco obtido por
spray dryer apresentou menor aderéncia ao equipamento utilizado e particulas
esféricas, possibilitando uma melhor fluidez durante o desenvolvimento
farmacotécnico-industrial de formas farmacéuticas sélidas. Os estudos de pré-
formulacdo conduziram a definicdo da forma farmacéutica capsula. Os resultados
obtidos contribuem para a determinacao de especificacdes de uma futura monografia
farmacopeica e fornecerdo parametros para que empreendedores da industria
farmacéutica baseiem-se para a producéo de insumos, bem como para o controle de

qualidade de intermediarios e do produto acabado a base de P. pellucida.

Palavras-chave: Peperomia pellucida, flavonoides, maceracdo, secagem por spray

dryer, capsulas.
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ABSTRACT

Peperomia pellucida L. (HBK) is popularly known as erva-de-jabuti and is used as
antimicrobial, antihypertensive and anti-inflammatory. This study aimed to develop
technology-based dosage forms of P. pellucid to antimicrobial treatment and
cardiovascular disease, making analysis of anatomical and microchemistry leaves,
physicochemical characterization for powder and for the solution mining of the whole
plant analysis by spectrophotometry and chromatography fractions of flavonoids and
the crude extract, assessment of seasonal extraction process, the antimicrobial activity
and cardiovascular activity of ethanol extract, cloning, evaluation of different drying
processes using scanning electron microscopy and thermal analysis, process
optimization and physicochemical characterization of solids by spray drying and the
development of capsules using the extract dry sprinkler P. pellucida. The anatomical
features and microchemistry were instrumental in the identification and characterization
of the species. The assessment indicated that there is no seasonal influence of the values
of precipitation from rain over the content of the marker used for P. pellucida, 3, 4',7-
tri-O-methoxyflavone in samples collected during the months March, May and July
2010. The variation of solvent concentration of maceration (50, 70 and 90%), the
marker showed a higher value content in a concentration of 70% ethyl alcohol. The
ethanol extract showed antibacterial activity against Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa. The micropropagation of P. pellucida was possible using
young axillary buds. The solids obtained by spray drying showed lower adherence to
the equipment used and spherical particles, allowing a better flow during the
pharmaceutical development of industrial solid dosage forms. The pre-formulation
studies led to the definition of capsules. The results help determine the specifications of
a future pharmacopoeia monograph and provide parameters for entrepreneurs based
pharmaceutical industry to the production of inputs, as well as for quality control of

intermediate and finished product based on P. pellucida.

Keywords: Peperomia pellucida, flavonoids, soaking, drying by spray drying, capsules.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais constituem uma fonte importante de produtos com
atividades bioldgicas, muitos dos quais fornecem estruturas quimicas para a sintese de
um grande numero de compostos bioativos. Pesquisas indicam que o Brasil € lider
mundial em diversidade vegetal, com cerca de 55 mil espécies catalogadas e de 350 a
550 mil estimadas. Dentre as catalogadas, 10 mil podem ser medicinais, aromaticas ou
apresentar outras utilidades (Borges et al., 2003).

O uso de plantas medicinais no Brasil vem se consolidando nos Gltimos tempos
em especial com a promulgacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (Brasil, 2006).

Segundo a Associagdo Brasileira de Empresas do Setor Fitoterapico (ABIFISA),
o mercado mundial de fitoterapicos envolve hoje cerca de US$ 44 bilhGes, enquanto que
ndo existem dados oficiais sobre o tamanho desse mercado no Brasil. As estimativas
variam entre US$ 350 milhGes e US$ 550 milhdes. Embora existam dados controversos
acerca do faturamento de fitoterapicos é consenso, por muitos, que o mercado é
crescente, tanto no Mundo quanto no Brasil (Mioto, 2010).

A expansdo da fitoterapia pode ser atribuida a diversos fatores, tais como, aos
efeitos adversos de farmacos sintéticos, a preferéncia dos consumidores por tratamentos
“naturais”, a validagdo cientifica das propriedades farmacoldgicas de espécies vegetais,
ao desenvolvimento de novos métodos analiticos colocados a disposicdo do controle de
qualidade, ao desenvolvimento de novas formas de preparacdes e administracGes de
produtos fitoterapicos, ao melhor conhecimento quimico, farmacolégico e clinico das
drogas vegetais e dos derivados, além do menor custo se comparado com o0s farmacos
sintéticos (Cafiigueral et al., 2003; Vieira, 2001). Entretanto, a principal justificativa

para 0 uso desta categoria de produtos se refere ao menor custo do desenvolvimento e



ao fato de que a grande maioria ndo se encontra sob protecdo patentéria, tornando-a
alternativa terapéutica bastante promissora para paises como o Brasil, em vista de
possuir um terco da flora mundial (Alves et al., 2008). Matérias primas vegetais como
plantas, farmacdgenos ou derivados (extratos, tinturas, dleos essenciais ou produtos
secos) tém sido largamente empregados em farméacias de manipulagcdo e industrias
farmacéuticas. O que mais preocupa a comunidade cientifica € o uso de novas espécies
vegetais como medicamentos, sem dados comprovados acerca de sua acdo bioldgica,
ndo-toxicidade (avaliada na espécie humana), efeitos colaterais, seguranca, eficacia e
outros. Apesar dos fitoterapicos possuirem constituintes ativos naturais, eles devem ser
avaliados como medicamentos e, portanto, submetidos a rigidos controles em cada fase

da idealizacéo, avaliagéo e obtencdo dos mesmos.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver tecnologicamente formas farmacéuticas a base de Peperomia pellucida

L. (H.B.K.) para o tratamento antimicrobiano e cardiovascular.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar analises anatdmica e microquimica das folhas de P. pellucida;

e Caracterizacdo fisico-quimica para o p6 e para a solucdo extrativa da planta
inteira e analises por espectrofotometria e cromatografia das fracdes
flavonoidicas e do extrato bruto de P. pellucida;

e Comparacdo entre as metodologias convencional e andlise térmica para a
determinacé@o de cinzas e perda por dessecacdo do material pulverizado de P.
pellucida;

e Avaliacdo da sazonalidade e do processo de extracdo de P. pellucida;

e Avaliacdo das atividades antimicrobiana e cardiovascular do extrato etandlico de
P. pellucida;

e Obtencdo de clones de P. pellucida, utilizando a técnica da micropropagacao;

e Avaliacdo dos diferentes processos de secagem de P. pellucida, utilizando
microscopia eletronica de varredura e analise térmica;

e Otimizacdo do processo e caracterizacdo fisico-quimica do extrato seco por
spray dryer;

e Desenvolvimento tecnoldgico de capsulas utilizando extrato seco por aspersdo

de P. pellucida, para o tratamento antimicrobiano e cardiovascular.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Peperomia pellucida: quimica e farmacologia no interesse da tecnologia
farmacéutica

Artigo a ser submetido a Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas



3.1 Peperomia pellucida: quimica e farmacologia no interesse da tecnologia
farmacéutica

Rosali M.F. Silva'?, José O.C. Silva Junior?, Wagner L.R. Barbosa®, Thays C. B. L.
Gomes', Keyla E. R. Silva®, Almir G. Wanderley*, Pedro J. Rolim Neto ™

!Laboratério de Tecnologia dos Medicamentos, Universidade Federal de Pernambuco,
Brasil; 2Laboratério de Pesquisa & Desenvolvimento Farmacotécnico, Universidade
Federal do Para, Brasil;’Laboratério de Fitoquimica, Universidade Federal do Para,
Brasil; “Laboratério de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal de

Pernambuco, Brasil.

RESUMO

A Peperomia pellucida L. (H.B.K.) é usada na Amazonia para combater a tosse ou a dor
de garganta, arritmias cardiacas, sendo ainda antipruriginosa e diurética, utilizada sob a
forma de cha ou infusdo preparados com as raizes e a planta inteira. Experimentos
realizados pelos proprios autores divulgam e publicam estudos sobre a abordagem
etnofarmacéutica e a fitoquimica da P. pellucida. Atividades anti-inflamatoria,
analgésica, antimicrobiana e anti-hipertensiva também séo relatadas para esta erva. A
tecnologia de obtencdo de formas farmacéuticas solidas a base de extrato nebulizado de
P. pellucida que sera utilizado como antimicrobiano, esta sendo objetivo de trabalhos
destes autores, bem como, o estudo de desenvolvimento de métodos analiticos para o
produto acabado.

Palavras-chave: Peperomia pellucida, fitoquimica, abordagem etnofarmacéutica.

1. INTRODUCAO

Este paper, além do carater review, também visa divulgar e publicar os
experimentos realizados pelos proprios autores utilizando a Peperomia pellucida L.
(H.B.K.), obtidos através de uma abordagem etnofarmacéutica e estudos fitoquimicos.

P. pellucida é uma Piperaceae de ocorréncia na América do Sul, Central
(Antilhas) e América do Norte. No México, P. pellucida é uma planta de alta
importancia médica (Heinrich et al., 1998). No Brasil, ocorre desde o0 Amazonas até o
Parana, com representantes em locais Umidos, principalmente em pareddes e muito

frequente em jardins.



E uma erva terrestre, suculenta, com pontuagdes transldcidas; caule ereto,
ramificado. Folhas alternas, longo-pecioladas; lamina ovada, 1,5-2,5 x 1-2 cm, base
cordada, apice agudo, membranacea (Fig. 1). Espigas terminais, axilares ou
opositifolias, até 5 cm de comprimento; pedunculo 5 mm comprimento; bractéolas
arredondado-peltadas; flores esparsamente dispostas. Drupa elipsoide, ndo estipitada,
longitudinalmente estriada (Guimardes e Giodarno, 2004).

No Brasil, em Santa Catarina, é conhecida como comida-de-jabuti ou erva-de-
jabuti, erva-de-vidro, lingua-de-sapo (Guimaraes, 1984; Martins, 1989; Rodrigues et al.,
1989; Vieira, 1992; Santos et al., 1994); outros nomes populares sdo atribuidos a esta
planta, como “corazon de hombre” e “yerba de la planta” em Cuba, “herbe a la curesse”
nas Antilhas Francesas (Roig y Mesa, 1988).

E popularmente usada na Amazonia para combater a tosse ou a dor de garganta,
para o tratamento de arritmias cardiacas, é indicada como antipruriginosa, diurética e
anti-hipertensiva. Utilizada sob a forma de cha ou infusdo preparados com as raizes ou
com toda a planta, ndo raro, é consumida como salada (Perry, 1980; Silva Teixeira,
1981; May, 1982; Van den Berg, 1993; Pimentel, 1994). Também é usada para tratar
abscessos, furdnculos e sinuosidades da pele, e inflamacGes oculares (conjutivites).
Dados da literatura confirmaram o efeito antimicrobiano desta espécie (Bojo, 1994).
Outras propriedades medicinais, atribuidas a P. pellucida, variam dependendo da regido,
para abaixar o nivel de colesterol sangiiineo (no nordeste do Brasil) e contra proteinuria
(May, 1982).

Figura. 1. Peperomia pellucida L. (H.B.K.). Fonte: arquivo pessoal



2. MANEJO E CULTURA

Pelo fato de apresentar ciclos curtos de germinagédo e ser de facil disseminacé&o,
facilitada por fatores naturais como ventos e chuvas, 0 vegetal germina e cresce com
facilidade em éareas Umidas, abundantes em matéria orgéanica e ao abrigo da luz solar, o
que muitas vezes a faz ser considerada como uma praga em monoculturas (Pereira et al.,
2000). Para o desenvolvimento de um fitoterapico a base de P. pellucida, isso pode ser
uma vantagem para 0 manejo do vegetal, e contribuir para o desenvolvimento

sustentavel de uma comunidade (Aradjo, 2006).

3. FITOQUIMICA

InvestigagBes quimicas previas da P. pellucida estabeleceram a ocorréncia de apiol,
2,4,5-trimetdxiestireno, flavonas, flavonois e fitoesterdis (Aquil et al., 1993; Heinrich,
1998). Um estudo quimico do extrato metanolico das partes aéreas conduziu ao
isolamento de um novo composto ArC, dimérico denominado pellucidina A (Fig. 2),
juntamente com o dilapiol ja isolado (Fig.03), os quais sd&o componentes de 6leos
essenciais (Manalo et al., 1983; Bayma et al., 2000; Paiva et al., 2003).

Figura 2. Pellucidina A, encontrada na Peperomia pellucida L. (H.B.K.)
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Ho2C——CH —CH 2

Figura 3. Dilapiol, encontrado na Peperomia pellucida L. (H.B.K.)

Xu et al., 2006, isolaram da P. pellucida cinco novos compostos, incluindo duas
secolignanas, duas tetrahidrofuranolignanas e uma dihidronaftolenona altamente

metoxilada.

Aziba et al., 2001, relatam a presenca de glicosideos, antraquinonas, além de
flavondides, saponinas, esteroides e triterpendides, alcaldides, agucares redutores,
carotenoides, depsideos e depsidonas, proteinas e aminoacidos, saponina espumidica,
fendis e taninos, e derivados da cumarina (Muhammad et al., 1994; Amador &
Remédios, 2002; Paiva et al., 2003; Araujo, 2006).

3.1. Flavonoides

Dentre as variadas classes de metabolitos, os flavonoides (Fig. 4) apresentam
propriedades quimicas e farmacoldgicas interessantes. Obtidos de chiquimideos e
policetideos, podem se apresentar na natureza na forma glicosidica, ligada a aglcares ou
livres, como agliconas. As formas glicosidicas sd@o as mais comuns, sendo que uma
variedade de acUcares pode estar ligada as agliconas. Quando observados por
espectrofotometria no ultravioleta, apresentam espectro com dois maximos de absorc¢éo,
um que ocorre na faixa de 220-285 nm (banda Il) e outro que ocorre na faixa de 300-
400 nm (banda I). A Banda Il pode ser considerada como sendo de origem do sistema
do anel A Benzoil, e a banda | pode ser originada do sistema do anel B cinamoil
(Markham & Mabry, 1975).
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BANDA II (OR)n

BANDA |

Figura 4. Estrutura geral dos flavondides

Tem-se atribuido aos flavondides a capacidade de reduzir a permeabilidade e a
fragilidade capilar, e capacidade anticoagulante, bem como propriedades anti-
hepatotoxica, anti-inflamatdria, antioxidante, antibacteriana, estrogénica e espamolitica,
ainda que essas atividades ndo estejam completamente e inequivocamente estudadas
(Capasso, 2003). Assim, a presenca de flavondides pode ser responsavel pela atividade
anti-hipertensiva de P. pellucida (Araujo, 2006).

E relatada a atividade de flavonoides como inibidores da proteina responséavel pela
resisténcia dos tumores do cancer de mama a farmacos citotoxicos. Os flavonoides
atuariam como inibidores dessa proteina transportadora, fazendo com que a
concentracdo do farmaco citotoxico (Mitoxantrona) dentro da célula permaneca tempo
suficiente para inibir sua proliferacdo, podendo até, dependendo do flavondide reduzir
concentracdo usual de inibicdo do farmaco. Ha também especulacdes de que a
biodisponibilidade dos farmacos utilizados possa aumentar por interacGes

farmacocinéticas com flavondides (Zhang et al., 2004).

3.2. Taninos

Os taninos apresentam atividade farmacoldgica variavel, agem como anti-séptico
e antimicrobiano (devido a capacidade de lesionar as moléculas da parede celular de
protozoarios, fungos e bactérias), apresentam acdo anti-hemorragica (precipitam
proteinas do plasma, ativam os fatores de coagulacdo sanguinea e sdo
vasoconstrictores), anti-diarréica (reduz a atividade peristaltica do intestino), além de
apresentarem poder cicatrizante, inclusive nos casos de queimadura tanto na pele,
guanto nas mucosas, devido a formacdo de pelicula protetora na regido lesionada,

possibilitando sua reepitelizagdo (Rates & Simdes, 2000).
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3.3. Saponinas

Medicinalmente, as saponinas apresentam atividade mucolitica, expectorante,
diurética, anti-séptica, laxativa, antimicrobiana e anti-inflamatoria (Rates & Simdes,
2000).

4. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

O edema de pata induzido por carragenina e acido araquidénico € um método
extremamente utilizado para distinguir respectivamente entre os inibidores ciclo-
oxigenase e 5-lipo-oxigenase (Griswold et al., 1987). Uma vez que o edema de pata
induzido por &cido araquiddnico é sensivelmente reduzido por inibidores do
metabolismo do acido araquiddnico e por corticosteroides e € insensivel a inibidores
seletivos de ciclo-oxigenases (Dimartino et al., 1987).

O extrato aquoso bruto das partes aereas de P. pellucida (100, 200 e 400 mg/kg)
por via oral foi avaliado quanto a sua atividade anti-inflamatoria nesses modelos de
inflamacdo aguda em ratos Wistar. Os resultados mostraram uma inibicdo apenas no
edema produzido pela carragenina e de forma dose-dependente (18 a 51%) (Arrigoni-
Blank et al.,, 2004). Por outro lado, o extrato aquoso de P. pellucida quando
administrado intraperitoneamente ndo impediu a formacdo do edema induzido pelo
acido araquidénico, mas esse foi inibido por &cido noridroguariacético (NDGA).
Baseando-se nestes resultados, foi proposto que o extrato aquoso de P. pellucida tem
uma acdo anti-inflamatoria relacionada com a sintese de prostaglandinas (Winter, 1962;
Vinegar et al., 1987; Arrigoni-Blank et al., 2004).

5. ATIVIDADE ANALGESICA

A atividade analgésica do extrato aquoso foi avaliada pelo teste de contorcéo
abdominal, usando como agente algico o acido acético (Koster, 1959), e pelo teste de
placa-quente em camundongos (Arrigoni-Blank, 2004).

No teste de contor¢do, apenas a maior dose do extrato de P. pellucida (400 mg/kg,
v.0.) demonstrou atividade analgésica (inibicdo de cerca de 51% das contorcOes
abdominais).

Usando o modelo de contor¢Ges abdominais, Aziba e colaboradores, 2001,

investigando o efeito analgésico do extrato metandlico de P. pellucida (210 mg/kg)
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obtiveram uma inibicdo de 78,3%. Estas diferencas podem ser explicadas pelo uso de
extratos diferentes e condi¢Bes climéaticas para origem e desenvolvimento da planta
(Aziba, 2001).

Enguanto que, no teste de placa-quente, o extrato aquoso nas doses de 100 e 200
mg/kg produziram uma inibi¢do de, respectivamente, 53,4 e 48,2 % (Arrigoni-blank et
al., 2004). Este resultado sugere que o efeito analgésico de P. pellucida esta relacionado
com o mecanismo de sintese das prostaglandinas, da mesma forma que o processo anti-
inflamatorio induzido por carragenina, indicando a presenca de um processo de dor de
origem inflamatéria bem como esta relacionado ao processo de neurogénica (Duarte,
1988).

6. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Alguns autores demonstram que P. pellucida apresenta atividade antibacteriana
contra Bacilus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, atividade
antimutagénica e atividade antifungica contra fungos em plantas (De Padua et al.,
1999).

Em estudo realizado com extratos metandlicos brutos de P. pellucida e
fracionados em petroleo, acetato de etila e butanol, foi demonstrado amplo espectro de
atividade antibacteriana (Tabela 1). As fracfes demonstraram ser mais ativas do que 0s
extratos brutos, sendo a fracdo mais potente obtida com butanol. Neste estudo, os
microorganismos testados foram bactérias, protozoarios e fungos (Aspergillus niger, A.
rubrum, A. versicolor, A. vitis, Candida albicans, C. tropicalis, Clasdoporium
cladosporiods, Penicillium notatum, Trychophyton mentagrophytes, T. tronsurum).
Nenhuma atividade foi observada para os testes em fungos (Khan & Omoloso, 2002).

Por outro lado, num estudo realizado com fracGes volateis de folhas de 131
espécies de plantas contra Helminthosporium oryzae, a P. pellucida exibiu uma forte
fungitoxicidade. O constituinte fungitoxico volatil isolado da P. pellucida foi um dleo
essencial. A minima concentracdo inibitoria do éleo foi 2000 ppm o qual mostrou
atividade fungicida, amplo alcance de toxicidade e rapida atividade mortal. O 6leo foi

termoestavel e permaneceu toxico durante pelo menos 150 dias (Singh, 1983).
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Tabela 1. Efeito antimicrobiano de extratos de Peperomia pellucida®

Micro-organismos C P D E B Ref.
Chl°
Bacillus cereus G+ 8 12 10 12 18 16
B. coagulans G+ 8 14 8 14 20 18
B. megatarium G+ 10 16 14 14 18 16
B. subtilis G+ 8 18 16 12 18 16
Lactobacillus casei G+ 10 14 12 12 18 18
Micrococcus luteus G+ 8 14 14 10 18 16
M. roseus G+ 8 12 14 12 20 6
Staphylococcus albus G+ 12 16 10 14 16 16
S. aureus G+ 8 16 12 12 18 18
S. epidermidis G+ 10 18 14 12 18 0
Streptococcus faecalis G+ 12 12 12 10 20 0
St. Pneumoniae G+ 8 14 12 8 18 18
Agrobacterium G- 10 14 10 12 16 12
tumefaciens
Citrobacter freundii G- 10 14 12 12 18 16
Enterobacter G- 8 16 12 14 18 18
aerogenes
Escherichia coli G- 12 16 14 14 20 18
Klebsiella pneumonia G- 10 14 12 12 18 0
Neisseria gonorrhoeae G- 8 18 12 10 16 18
Proteus mirabilis G- 10 12 10 12 16 16
P. vulgaris G- 8 16 12 10 16 18
Pseudmonas G- 10 18 14 8 20 24
aeruginosa
Salmonella typhi G- 10 14 16 12 18 16
Sa. Typhymurium G- 8 14 12 12 18 16
Serratia marcescens G- 8 16 12 10 16 0
Trichomonas vaginalis Pz 12 16 14 12 18 16

®0s valores estdo na zona de inibicdo (mm) e na média da triplicata. C, extrato metandlico ndo-
fracionado; P, fracdo de petroleo (60-80°C); D, fracdo de diclorometano; E, fracdo de acetato de etila;
®Chl, Cloranfenicol (10 pg disco Oxoid B42960) Fonte: Khan & Omoloso, 2002.
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7. ATIVIDADE ANTI-HIPERTENSIVA

Segundo Hermes et al. (1981), a P. pellucida apresenta potente acdo anti-
hipertensiva em 100% dos casos humanos estudados e 79% em cées.

A administracdo inicial foi do extrato total da erva (Le Coint, 1947; Fieser &
Fieser, 1959; Barnes & Gilbert, 1960).

Foram obtidos efeitos imediatos, com duracdo de mais de 10 minutos, chegando,
em alguns casos, até a 30 min, com uma queda tensional de 12 para 7 cm/Hg (Hermes et
al., 1981).

E bem conhecido que as plantas medicinais que s&o utilizadas como diuréticos
tém muitas vezes um elevado teor de K* (por exemplo, Betula spp. ou Orthosiphon
aristatus com 3% K) e sdo conhecidos como saluréticos (Heinrich et al, 1998).

A Tabela 2 descreve o teor de cations da fracdo de P. pellucida eluida com agua.
Os teores de Na, K, Ca e Mg representam cerca de 25% da fracdo aquosa ou 13% do
extrato bruto. Ha um alto teor de K (7,7% do extrato bruto), combinado com um baixo
teor de Na (0,5%) (Heinrich et al, 1998).

Tabela 2. Teor de cations da fragdo (extrato aquoso) de Peperomia pellucida L.(H.B.K.)

Determinacéao por coluna cromatografica

Cations
(%)
Na 0,95
K 15,10
Ca 3,81
Mg 5,05

Fonte: Heinrich et al, 1998.

8. TOXICOLOGIA

Um estudo experimental foi realizado para determinar o efeito toxico da decoccdo
da P. pellucida. Num estudo utilizando o Acute Toxicity Classes Method (ATC), alguns
autores pré-estabeleceram doses de 25, 200 e 2000 mg/Kg de peso corporal (Huerta,
2003).

Os animais usados foram ratos da linhagem Wistar, com um peso corporal entre

150 e 200 g. Em alguns dos animais tratados com dose de 2000 mg/Kg de peso corporal
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ndo houve morte, e os resultados ndo demonstraram sinais de toxicidade. A decoccgéo de
P. pellucida foi classificada como ndo-tdxica (Huerta, 2003).

A toxicidade aguda também foi testada em camundongos Swiss (n=10) de ambos
0s sexos de acordo com o método de Brito, 1994 (Brito, 1994). Os animais receberam
um extrato aquoso de P. pellucida (5000 mg/Kg), pela rota oral e a taxa de mortalidade
foi observada por 48 h, seguido de um controle de peso diario durante 14 dias
(Arrigoni-Blank et al., 2004).

Os resultados ndo demonstraram mudangas no comportamento ou peso,
indicando baixa toxicidade do extrato. Segundo Lorke (1983), as substancias séo
consideradas de baixa toxicidade quando a DLsg atinge niveis acima de 5000 mg/kg
(Lorke, 1983; Arrigoni-Blank et al., 2004).

9. ESTADO-DA-ARTE

Uma abordagem etnofarmacéutica realizada em Belém, em 2002, aponta que
86,7% da populacdo conhece e utiliza frequentemente a erva-de-jabuti (Amador &
Remedios, 2002).

Outra abordagem aponta o uso da P. pellucida como anti-hipertensivo e
diurético na cidade de Igarapé-Miri do Estado do Para. Nesta abordagem, realizada com
1220 pessoas, houve 22 citacbes de uso da erva-de-jabuti. Apesar do baixo percentual
de citacdes (cerca de 2%), 91% delas relacionam o uso desta erva para a solucdo de

problemas cardiovasculares, o que pode ser visualizado na Fig. 5 (Barbosa, 2001).

CitacOes sobre a Erva-de-jabuti

9%

O Diurético / Rins

@ Hipertensao
arterial

23%

50%
O Colesterol

O Figado

Figura 5. Percentual das citac6es abordando o uso da erva-de-jabuti
Fonte: Barbosa, 2001.
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Os testes para as classes de flavondides mostraram reacdo positiva para flavonas e
flavonois (Aradjo, 2006).

Estudos recentes, utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), acoplada ao detector de arranjos de diodo, confirmaram a presenga de
flavonoides em extrato fluido da P. pellucida. O cromatdgrafo utilizado foi um Merck
Hitachi® Modelo LaChrom-7000. Os pardmetros utilizados foram uma coluna
LiChroCART125-4 ODS®, fluxo de 0,7 mL/min, temperatura do forno de 26 + 1°C e a
faixa de deteccdo utilizada foi de 220 a 400 nm. A fase movel foi composta por
metanol, acetonitrila e agua, em diferentes concentracbes, seguindo a programacao
descrita na Tabela 3 (Aradjo, 2006).

Tabela 3. Gradiente de concentracdo da fase movel utilizada na deteccéo de flavonoides
da Peperomia pellucida L. (H.B.K.)

Tempo Metanol Acetonitrila Agua
(min) (% viv) (% viv) (% viv)
0 0 10 90
5 0 10 90
51 0 13 87
25 0 13 87
25,1 40 0 60
60 50 0 50

A amostra analisada foi o extrato etandlico bruto dissolvido em metanol de
forma a se ter a concentracdo de 10 mg/mL. A amostra foi filtrada sobre gel de silica de
fase reversa, obtendo assim a amostra ERP. Também foi analisada uma fragdo com
acetato de etila cujos flavondides foram precipitados com acetona. Este precipitado foi
redissolvido em metanol na mesma concentracdo do extrato etandlico, fornecendo a
amostra PPT (Araujo, 2006). Este método foi descrito por Bianco & Santos (2003).

No cromatograma do ERP (Fig. 06), os picos com tempo de retencdo (TR) 1,44;
1,84; 2,45; 10,91; 12,96; 15,04; 16,83; 19,6 e 22,04 apresentaram espectros no
ultravioleta caracteristicos de flavondides. Do mesmo modo, no cromatograma do PPT
(Fig. 07), os picos de TR 1,28; 1,92; 12,77; 14,83; 16,45; 18,43; 19,23; 22,93; 28,91 e

31,73, também apresentaram espectros relacionados a flavondides.
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Figura 6. Cromatograma do Extrato etanélico bruto da Peperomia pellucida L. (H.B.K.)

dissolvido em metanol, filtrada sobre gel de silica reversa (ERP).
Fonte: Araujo, 2006.
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Figura 7. Cromatograma da Fracdo do extrato da Peperomia pellucida L. (H.B.K.) com

acetato de etila cujos flavondides foram precipitados com acetona e redissolvido em

metanol (amostra PPT)
Fonte: Araujo, 2006.

Apos analise dos espectros dos picos de referéncia escolhidos (Fig. 8 e 9), foi
observado que a banda Il apresentou um maximo de absor¢do em 344 nm, tanto no pico
de referéncia do extrato bruto como no pico de referéncia do precipitado o que, segundo

Markhan & Mabry, 1975, é indicativo de se tratar de flavonas, fato que corrobora com o

(=]
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achado no teste de flavondides por classes. Na anélise da banda I, o fato de a mesma ter
absorcdo de 271 nm no espectro do pico de referéncia do extrato bruto, e de 270 nm no
espectro do pico de referéncia precipitado, concluiu-se que se tratava de flavondides
dihidroxilados no anel A (Molnér-Perl and Fiizfai, 2005; Aradjo, 2006).

540 300 350 )

Naveleagth (nm)

Figura 8. Espectro, expresso em absorvancia x comprimento de onda (cm), de UV do
pico de tempo de retencdo (TR) 15,04 do ERP da Peperomia pellucida (L.) H.B.K.,

apresentando uma pureza de 0,9998.

0,16
0,14
0,12
0,10
0,08
0,06

0,04

250 300 350 400
Wavelength (nm)

Figura 9. Espectro, expresso em absorvancia X comprimento de onda (cm), de UV do
pico de tempo de retencdo (TR) 14,85 da amostra PPT da Peperomia pellucida L.

(H.B.K)., apresentando uma pureza de 0,9999.
Fonte: Aradjo, 2006.
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10. CONCLUSAO

A P. pellucida possui ampla variedade de atividades creditadas ao uso popular,
algumas delas sO cientificamente comprovadas. Dentre elas, a atividade anti-
hipertensiva s6 foi clinicamente observada e pode estar relacionada a presenca de
flavonoides no extrato fluido de P. pellucida (Aradjo, 2006).

A tecnologia de obtencdo de formas farmacéuticas sélidas a base de extrato
nebulizado de P. pellucida que seré utilizado como antimicrobiano e cardiovascular,
esta sendo objetivo de trabalhos de nosso grupo, bem como, estudo de desenvolvimento
de métodos analiticos para o produto acabado.

11. AGRADECIMENTOS
Esta reviséo foi realizada através de uma parceria entre a Universidade Federal do
Para e Universidade Federal de Pernambuco.
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4.1. Caracterizacdo anatébmica e microquimica de Peperomia pellucida (L) H.B.K.

(Piperaceae)

135ilva, R.M.F., ?Freitas, M.C.C., >Silva Junior, J.O.C., *Vieira, J.G.P.; ®Barbosa,
W.L.R., 'Rolim Neto, P.J.

'Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco;
Departamento de Quimica, Universidade Federal do Par4; *Faculdade de Farmécia,
Universidade Federal do Paré;‘Instituto de Ciéncias Biolégicas, Universidade Federal
do Pard.

RESUMO

Peperomia pellucida L. (H.B.K.) é uma espécie de ocorréncia nas matas de vegetacao
secundaria da Amazonia. O presente trabalho teve como objetivo realizar analise
anatdmica por microscopia de luz e analise microquimica da folha e peciolo de P.
pellucida. Observou-se que as celulas da face adaxial sdo justapostas com formato
irregular e heterodimencionais com paredes retas e a face abaxial é formada por células
justapostas de formato irregular com paredes sinuosas e heterodimencionais. Os testes
microquimicos demonstraram a presenca de produtos do metabolismo secundério,
principalmente, no tecido palicadico dentre estas substancia verificou-se a ocorréncia de
alcaloides, flavonodides e amido. Tais caracteristicas anatdmicas e microquimicas sao

fundamentais na caracterizacéo da espécie.
Palavras-chave: Peperomia pellucida, anatomia, microquimica.
1. INTRODUCAO

Na familia Piperaceae estdo incluidos cerca de dez géneros, sendo Piper e
Peperomia os principais da flora brasileira (Agarez et al., 1994), e aproximadamente
mil e quatrocentas espécies. Esta familia apresenta uma distribui¢do pantropical cujos

representantes sdo de habito predominantemente herbaceo.

As espécies da familia Piperaceae sempre foram de interesse ornamental por sua
folhagem vistosa. Além de interesse ornamental, as espécies desse género também

despertam curiosidade por apresentarem caracteristicas tanto de Magnoliopsida quanto
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de Liliopsida (Takemori, Bona, Alquini, 2003), como 0s estdmatos do tipo tetracitico
(Amaral & Mello-Silva, 2008; Mundo & Duarte, 2009) e caule com sistema vascular de
organizacdo monostélica (Takemori, Bona, Alquini, 2003). Varias espécies do género
Peperomia que representam mais da metade da familia, apresentam folhas providas de
tecido especializado em reserva de &gua, com um elevado grau de suculéncia, o que
muda consideravelmente a morfologia foliar (Callado et al., 2006). E um tecido que
também funciona como filtro de luz (Cushman & Borland, 2002), transmitindo para o
mesdéfilo apenas 70% da luz que incide na folha (Mathieu, 2007). Por ser uma espécie
de habito epifitico, possuem a capacidade de armazenar agua (Costa, 2001; Bataghin,
2009). A espécie Peperomia pellucida L. (H.B.K.) é uma planta herbacea encontrada
em muitos paises sul-americanos e asiaticos. Ocorre na cidade de Belém-Para, sendo
utilizada na medicina popular. Entretanto, informacdes sobre a anatomia de 6rgaos
vegetativos da espécie sdo escassas. De acordo com a legislagéo vigente, a obtencdo de
qualquer derivado de planta medicinal, podendo ser ele um medicamento fitoterapico; o
controle de qualidade ¢ exigido desde o cultivo, manejo e coleta das espécies vegetais,
passando-se pela fabricacdo do produto intermediario até a obtencdo da formulacéo
(Brasil, 2010). Dessa forma, o presente trabalho tem por objetivo o estudo anatdmico e
microquimico dos 0Orgdos vegetativos de P. pellucida, visando estabelecer

caracteristicas marcantes para auxiliar estudos farmacobotéanicos.
2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e identificacdo botanica do material vegetal
O material vegetal foi adquirido junto a Associacdo dos vendedores de ervas do
mercado do Ver-0-Peso (Ver-as-Ervas), procedente da regido metropolitana de Belém-
Pard, distrito de Icoaraci. A identificacdo da espécie foi realizada pela curadoria do
Herbario Museu Paraense Emilio Goeldi, onde uma exsicata encontra-se depositada sob
0 numero de registro MG: 191457.

2.2 Microscopia de Luz

O material vegetal foi fixado em FAA;, (formol a 40%, 5 mL; &lcool a 70%, 90 mL
e acido acético glacial, 5 mL) (Budel & Duarte, 2010) por quarenta e oito horas e
conservado em alcool 70° GL. Para as seccdes, processou-se bateria de hidratagdo com

gradual reducdo da concentracao de alcool (70, 50, 30%) e agua destilada em intervalos
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de trinta minutos, totalizando duas horas. Os cortes foram corados com fucsina basica e
Astrablau (Machado et al., 1988). Secgdes de 8 um de espessura foram feitas em
microtomo de rotagdo Jung, para a confeccdo das ldaminas permanentes. Para a obtencao
das imagens das estruturas do material usou-se fotomicroscopio modelo XSZ-150Ai
(Medlux®).

2.3 Testes microquimicos

Para os testes microquimicos foram feitos cortes transversais a mao-livre da
lamina foliar para teste de ocorréncia de substancias a partir do uso dos reagentes
descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Testes Microquimicos das folhas de Peperomia pellucida L. (H.B.K.)

SUBSTANCIAS REAGENTES AUTORES
Compostos fenolicos Cloreto férrico a 10% Johansen, 1940
Alcalodides Dragendorff Costa, 1982
Acucares redutores Fehling Purvis, 1964
Flavondides/ Hidroxido de potéssio a 5% Costa, 1982

Antraquinonas

Amido Lugol Kraus & Arduin, 1997

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em vista frontal, as células da face adaxial sdo justapostas com formato irregular e
heterodimencionais com paredes retas, nesta vista as células ndo se dividem em costais
e intercostais, exceto a nervura central (Figura 1: A e B). Em corte transversal, a
epiderme é uniestratificada com células heterodimencionais de formato quadrangular
com paredes periclinais retas e anticlinais levemente sinuosas (Figura 1: C). A face
abaxial é formada por células justapostas de formato irregular com paredes sinuosas e

heterodimencionais estdo divididas em zonas costais e intercostais. As células
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intercostais séo justapostas de formato retangular, em corte transversal observa-se
epiderme uniestratificada heterodimencionais e células de formato irregular, sendo as
paredes lisas (Figura 1: C e D).

O mesoéfilo possui uma camada de tecido palicddico formado por células
justapostas de formato ovalado e tamanho uniforme, enquanto que o tecido esponjoso é
formado por duas a trés camadas de células heterodimencionais de formato irregular
com paredes levemente sinuosas, ocorre volumosos espagos intercelulares (Figura 1: C).

A nervura central apresenta-se cristada abaxialmente, esta é composta por células
colenquiméticas. A epiderme nesta face é constituida por um conjunto de células
colenquimaticas de formato circular seguido por duas a trés camadas de células
parenquimaticas de parede lisa com diminutos espacos intercelulares. O tecido vascular
é do tipo colateral com floema voltado para face abaxial e xilema para face adaxial,
verificou-se a ocorréncia de ductos secretores entre o tecido floematico (Figura 1: E e
F).

As folhas sdo hipoestomaticas com estématos distribuidos homogeneamente no
limbo nas zonas intercostais e sobre a nervura central, 0 complexo estomatico € do tipo
anomocitico com trés a quatro células subsidiarias, as células guardas posicionam-se em
nivel superior as demais células do limbo (Figura 2: A e B). Presenca de tricomas
glandulares de formato perolado formado por uma célula, unicelulares, e estes estdo
uniformemente distribuidos na face adaxial e na face abaxial e sobre as zonas costais e
intercostais, ocorrendo em maior nimero na face abaxial (Figura 2: C-F). Densos
grupos de cristais de oxalato de calcio com formato rébmbico ocorrem nas nervuras
primaria, secundarias e terciarias (Figura 2: G e H).

O peciolo € semiplano-convexo com duas cristas de células
colenquimaticas, o cortex é formado, da regido convexa ao tecido vascular, por quatro a
cinco camadas de células colenquimatosas de formato rombdide com paredes lisas,
heterodimencionais e reduzidos espagos intercelulares. Do tecido vascular ao
semiplano, o cértex é formado por células parenquimaticas justapostas, rombdides,
heterodimencionais de paredes lisas (Figura 3: A), ocorrem, geralmente, na regiao
convexa tricomas glandulares semelhantes aos descritos no limbo foliar (Figura 3: B e
C).
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Figura 1: A: Vista geral da face adaxial; B: Detalhe das paredes das células da face
adaxial; C: Vista geral do mesofilo; D: Vista geral da face abaxial; E: Vista geral da
nervura central; F: Detalhe do feixe vascular. ab: abaxial; ad: adaxial; ct: crista; ds:
ducto secretor; et: estdbmato; f: floema; fv: feixe vascular; nc: nervura central; pl:

parénquima lacunoso; pp: parénquima paligadico; tc: tricoma.
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Figura 2: A: Detalhe do estomato em vista frontal; B: Detalhe do estdmato em corte
transversal; Figuras C-F: Detalhe do tricoma; C e D: Vista frontal; C: Face abaxial,
sobre nervura central; D: Face abaxial; E e F: Detalhe de tricomas em corte transversal;
E: Face adaxial; F: Face abaxial; G: Vista geral destacando a distribui¢do dos cristais de
oxalato de célcio; H: Detalhe dos cristais de formato rémbico. cs: Cémara

subestomatica; et: Estbmato.
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Figura 3: A-B: Peciolo; A: Vista geral do peciolo em corte transversal; B: Destaque

para ocorréncia de tricoma; C: Detalhe do tricoma glandular. tc: tricoma.

Os testes microquimicos demonstraram a presenca produtos do metabolismo

secundario presentes, principalmente, no tecido palicadico dentre estas substancia

verificou-se a ocorréncia de alcaldides, flavonoides e amido (Tabela 2 e Figura 4: A-F)

Tabela 2. Produtos do metabolismo secundario da Peperomia pellucida L. (H.B.K.),

observados através dos testes microquimicos

Reagentes Substancias Condicbes
Cloreto Férrico a 10% Compostos fenolicos Ausente
Dragendorff Alcal6ides Presente
Fehling Acucares redutores Ausente
KOH a 5% Flavonoides Presente
Antragquinonas Ausente
Lugol Amido Presente
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Figura 4: A-F: Teste microquimico das folhas de P. pellucida; A e B: Alcaldides; C e

D: Flavondides; E e F: Amido.
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4. CONCLUSAO

As caracteristicas anatdmicas da folha e do peciolo de P. pellucida s&o relevantes
na determinacdo da autenticidade do material vegetal desta espécie. Microscopicamente,
a presenca das diferentes formagdes estruturais na folha de P. pellucida sdo caracteres
que, quando analisados em conjunto, auxiliam no controle botanico de qualidade da
planta em questdio como insumo farmacéutico. Por outro lado, os estudos

microquimicos poderdo orientar os estudos fitoquimicos mais detalhados.
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Capitulo 11

5. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

5.1. Caracterizacao fisico-quimica e analises por espectrofotometria e
cromatografia em camada delgada e a liquido de Peperomia pellucida L. (H. B. K.)

Artigo submetido a Revista Brasileira de Plantas Medicinais
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5.1. Caracterizacao fisico-quimica e andlises por espectrofotometria e
cromatografia em camada delgada e a liquido de alta eficiéncia de Peperomia
pellucida L. (H. B. K.)

Silva, R.M.F.% Ribeiro, J.F.A.% Pamplona, S.G.S.R.% Silva, M.N.%; Arruda, A.C.%
Silva Junior, J.0.C.% Barbosa, W.L.R.% Rolim Neto, P.J.!

! Universidade Federal de Pernambuco — Recife- PE — CEP: 50740-521; ? Universidade
Federal do Pard —Belém — PA - CEP: 66.075-110.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizaco fisico-quimica do pé e da tintura,
analise espectrofotométrica e cromatografica por cromatografia em camada delgada
(CCD) e liquida de alta eficiéncia (CLAE) do extrato seco de Peperomia pellucida L.
(H. B. K.). As metodologias seguiram a Farmacopéia Brasileira IV ed., com exce¢éo da
prospeccao quimica, da obtencdo do perfil cromatogréafico através de CCD e a liquido e
espectrofotométrica do extrato seco, e determinacdo do residuo seco. A prospeccao
quimica revelou a presenca de saponinas espumidicas; acgtcares redutores; proteinas e
aminodcidos; fenois; taninos; flavondides; esterdides e triterpenoides; depsideos e
depsidonas. Na analise por CCD, o melhor perfil da fracdo flavonoidica foi obtido com
MeOH/CHOOH (90:10). Os resultados obtidos contribuem para a determinacdo de
especificagdes de uma futura monografia em Farmacopeéias da Peperomia pellucida L.

(H.B.K.).

Palavras-chave:  Peperomia  pellucida, caracterizacdo,  espectrofotometria,

cromatografia em camada delgada, cromatografia a liquida de alta eficiéncia
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1. INTRODUCAO

A Peperomia pellucida L. (H.B.K.) € planta silvestre, da familia Piperaceae.
Encontra-se em paises da Asia, América do Norte, Central (Antilhas) e América do Sul.
No Brasil, vai desde a AmazoOnia até o Parand. Encontrada em locais Umidos, a
Peperomia pellucida L. (H.B.K.) é conhecida popularmente como erva-de-jabulti,
coracgaozinho, lingua-de-sapo, entre outros (Arrigoni-Blank, 2004).

A erva-de-jabuti € usada na Amazdnia para combater a tosse ou a dor de garganta,
arritmias cardiacas, indicada como antipruriginosa e diurética, utilizada sob a forma de
cha ou infusdo preparada com as raizes ou com toda a planta (Estrela, 1994; Vieira,
1992). Experimentos realizados por alguns autores divulgam e publicam estudos sobre a
abordagem etnofarmacéutica e a fitoquimica da Peperomia pellucida L. (H.B.K.)
(Araujo, 2006; Barbosa, 2001; Barbosa, 2009, Lameira et al., 2003). Atividades anti-
inflamatdria, analgésica, antimicrobiana e antihipertensiva também sdo relatadas para
esta erva (Arrigoni-Blank, 2002; Khan, 2002; Khan, 2007; Khan, 2008; Huerta &
Rodriguez, 2003).

Pelo fato de apresentar ciclos curtos de germinagdo e ser de facil disseminacéo,
facilitada por fatores naturais como ventos e chuvas, 0 vegetal germina e cresce com
facilidade em areas umidas, abundantes em matéria orgénica e ao abrigo da luz solar, o
que muitas vezes a faz ser considerada como uma praga em monoculturas (Pereira et al.,
2000).

InvestigacBes quimicas prévias da Peperomia pellucida L. (H.B.K.) estabeleceram
a ocorréncia de apiol, 2,4,5-trimetoxiestireno, flavonas, flavondis e fitoesterdis (Aquil et
al., 1993; Aquil et al., 1994; Manalo et al., 1983). Um estudo quimico do extrato
metanolico das partes aéreas conduziu ao isolamento de um novo composto ArC,

dimérico, o qual foi denominado pellucidina A, juntamente com o conhecido dilapiol,
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esta Ultima substancia pertencente a classe dos fenilpropandides , e constituinte dos
6leos essenciais (Bayma et al., 2000; Manalo et al., 1983).

Alguns pesquisadores isolaram da Peperomia pellucida L. (H.B.K.) cinco novos
compostos, incluindo duas secolignanas, duas tetrahidrofuranolignanas e uma

dihidronaftolenona altamente metoxilada (Xu et al., 2006).

Outros estudos relatam a presenca de glicosideos, antraquinonas (Aziba et al.,
2001), além de flavonoides, saponinas, esterdides e triterpenoides, alcaldides, acucares
redutores, carotenoides, depsideos e depsidonas, proteinas e aminoécidos, saponina
espumidica, fenois e taninos, e derivados da cumarina (Amador & Remédios, 2002;
Araujo, 2006; Khan & Omoloso, 2002; Muhammad et al., 1994; Lameira et al., 2003).
Flavondides isolados da Peperomia pellucida L. (H.B.K.) incluem apigenina, acacetina
e isovitexina (Aquil et al., 1993).

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagdo fisico-quimica do p6 e da
tintura, e analise espectrofotométrica e cromatografica por cromatografia em camada
delgada (CCD) e liquida de alta eficiéncia do extrato seco de Peperomia pellucida L.

(H. B. K.).
2. MATERIAL E METODO

Matéria Prima Vegetal

O material boténico, foi coletado em julho de 2007, no distrito de Icoaraci,
através da Associacdo Ver-as-ervas®, situada na cidade de Belém, Para — Brasil. Uma
exsicata da espécie foi identificada pelo Prof. Dr. Milton Hélio Lima da Silva, do

Museu Emilio Goeldi — Par4, e foi registrada com o n® MG.191457.
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Método

Obtencao e caracterizacdo fisico-quimica do p6 da Peperomia pellucida L. (H.B.K.)

Processamento da Amostra

Apos a coleta, o material vegetal fresco (planta inteira) foi lavado com agua e
aspergido com alcool etilico a 70%. Em seguida, o material foi seco a temperatura
ambiente, durante 2 dias. Peperomia pellucida L. (H.B.K.) foi colocada em estufa de ar
circulante, durante sete dias, a temperatura mantida entre 42 e 45°C (Oliveira et al.,
1991). Apos a retirada do material vegetal da estufa, este foi triturado em moinho de

facas, obtendo-se po seco.

Determinacéo da distribuicdo granulométrica do po

A reparticdo granulométrica foi realizada, segundo a Farmacopeia Brasileira 1V
ed.. Os tamises foram utilizados com as seguintes malhas: 10, 24, 42, 60, 80 e 115
mesh, equivalentes a 1,70 mm, 710 pm, 355 pm, 250 pm, 180 pm e 125um,

respectivamente.

Determinacdes de perda por dessecacao e de cinzas totais

A determinacéo da perda por dessecacdo e a quantificacdo do residuo ndo volatil
(cinzas totais) do pé de Peperomia pellucida L. (H. B. K.) foram realizadas de acordo
com o0 que preconiza a Farmacopéia Brasileira 1V ed. Os testes foram realizados em

triplicata.



43

Obtencao e caracterizacdo Fisico-quimica da Solugdo Extrativa de Peperomia

pellucida L. (H.B. K.)

Obtencéo da tintura de Peperomia pellucida L. (H.B.K.)

O método escolhido para a obtencédo da tintura de Peperomia pellucida L. (H. B.
K) foi a maceracdo. Foi preparada tintura na proporcdo 1:10 (material vegetal/alcool a
70%). Em um reator de aco inoxidavel, a droga vegetal ficou em contato com o solvente

por 7 dias, com agitacdo ocasional (Santos, 2000).

Determinacéo da densidade e do pH
Foram determinados de acordo com o0 que preconiza a Farmacopéia Brasileira

1V ed.

Determinacdo da porcentagem de residuo seco total

Exatamente 1 mL de cada tintura foi pipetado e transferido para capsulas de
porcelana previamente taradas. As capsulas foram colocadas em banho-maria ate secura
e, em seguida, levadas a estufa a 110°C, até obter peso constante. Apos resfriarem em
dessecador, as capsulas foram pesadas, sendo a porcentagem de residuo seco calculada

(Maciel et al., 2006).

Obtencéo do extrato seco

Para a obtencdo do extrato seco da planta, a tintura foi concentrada em
evaporador rotativo. Apés a evaporacdo do alcool, foi observada a presenca de extrato
soluvel em &gua. Para a retirada total da agua, foram adicionadas aliquotas de butanol
até a total retirada da agua e, em seguida, o extrato foi levado a estufa, em temperatura

média de 40°C, até a total evaporacéo de residuos de solvente.
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Obtencao da fracdo flavonoidica

A fracdo flavonoidica foi preparada através de extragdo sélido-liquido. Partindo
de 1,015g do extrato bruto seco, foram adicionados 10 mL de hexano P.A e, para
facilitar a dissolucdo, a amostra foi colocada no aparelho de ultra-som durante trés
minutos e, em seguida, levado a centrifuga por 10 min. Ao retirar a solucdo da
centrifuga, separou-se o sobrenadante do residuo em béqueres diferentes, deixou-se o
sobrenadante a parte e ao residuo adicionaram-se 10 mL de hexano; levou-se ao ultra-
som e a centrifuga da mesma forma que foi realizado anteriormente. Repetiu-se este
processo mais 6 vezes, sempre juntando os sobrenadantes, até que o sobrenadante se
tornasse bem claro. Em seguida, iniciou-se a proxima fase a partir do residuo, mas desta
vez com o cloroformio repetindo-se 0 mesmo procedimento, diferindo apenas pelo fato
de o sobrenadante do cloroformio ser armazenado separadamente ao do hexano. Nesta
segunda fase, foram adicionados 70 mL de cloroférmio em aliquotas de 10 mL. Ao
residuo desta segunda fase, determinou-se como sendo a fragdo flavonoidica. Com esta
fracdo flavonoidica, foi determinado o perfil cromatografico utilizando cromatografia

em camada delgada cujo método esta descrito a seguir.

Prospecc¢do quimica do extrato seco

Na prospeccdo quimica foram pesquisados saponinas, acUcares redutores,
polissacarideos, proteinas e aminoacidos, fendis e taninos, flavondides, alcaloides,
glicosideos, catequinas, derivados benzaquinonas, naftoquinonas, fenantraquinonas,
serquiterpenolactonas e outras lactonas, esterdides, triterpendides e azulenos.

A prospeccao quimica seguiu a metodologia descrita no Manual para Analise

Fitoquimica e Cromatografica de Extratos Vegetais (Barbosa, 2004).
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Saponinas espumidicas

Foram dissolvidos 50,00 miligramas do extrato seco em 5 mL de &gua destilada.
Em seguida, diluiu-se para 15 mL e agitou-se vigorosamente durante 2 min em tubo
fechado. O resultado é considerado positivo para saponina espumidica caso a camada de

espuma permaneca estavel por mais de meia hora.

Acucares Redutores

Foram dissolvidos cerca de 50,00 miligramas do extrato seco em 5 mL de agua
destilada. Filtrou-se. Adicionou-se 2 mL do reativo de Fehling A e 2 mL do reativo de
Fehling B. Aqueceu-se em banho-maria em ebulicdo durante 5 min. O aparecimento de

um precipitado vermelho-tijolo indica presenca de agucares redutores.

Polissacarideos
Foram dissolvidos 50,00 miligramas do extrato seco em 5 mL de &gua destilada.
Filtrou-se. Adicionaram-se duas gotas de lugol. O aparecimento de coloracdo azul

indica resultado positivo.

Proteinas e Aminoacidos

Foram dissolvidos 30,00 miligramas do extrato alcodlico em 3 mL de agua
destilada. Filtrou-se. Adicionou-se 0,5 mL de solucdo aquosa de nihidrina a 1% e
aqueceu-se até a ebulicdo. O aparecimento de coloracdo violeta persistente indica reacédo

positiva.
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Fenois e Taninos

Dissolveram-se 50,00 miligramas de extrato seco em 5 mL de &gua destilada,
filtrou-se e adicionou-se de uma a duas gotas de solucdo alcodlica de FeCl, a 1%.
Qualguer mudanca na coloracdo ou formacdo de precipitado é indicativo de reagdo
positiva, quando comparado com o teste em branco (dgua + Solucdo de FeCl,).
Coloracao inicial entre 0 azul e o vermelho é indicativo da presenca de fendis, quando o
teste em branco for negativo. Precipitado escuro de tonalidade azul indica presenca de

taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e verde, presenca de taninos catéquicos.

Flavonoides
Dissolveram-se 100,00 miligramas do extrato seco em 10 mL de metanol.
Filtrou-se. Adicionaram-se cinco gotas de HCI concentrado e raspas de magnésio. O

surgimento de uma coloracéo rosea na solucdo indica reacdo positiva.

Alcaldides

Dissolveram-se 50,00 miligramas do extrato seco em 5 mL de solucdo de HCl a
5%. Filtrou-se. Separou-se quatro por¢des de 1 mL em tubos de ensaio, e adicionaram-
se gotas dos reativos abaixo:
a) Reativo de Bouchardat: Aparecimento de precipitado laranja-avermelhado.
b) Reativo de Dragendorff: Aparecimento de precipitado vermelho-tijolo.

c) Reativo de Mayer: Aparecimento de precipitado branco.

Glicosideos
Dissolveram-se 50,00 miligramas do extrato seco em 5 mL de metanol. Filtrou-

se. Separou-se em duas porcdes de 2 mL. Na primeira porc¢éo, adicionaram-se gotas do
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reativo de Keede. Coloragéo azul ou violeta indica reacdo positiva. Na segunda porgéo,
adicionaram-se 3 gotas de solucdo recém-preparada de nitroprussiato de sédio e 3 gotas

de solucéo de hidroxido de sodio 2N. Coloragéo roxa intensa indica reacéo positiva.

Catequinas
Dissolveram-se 30,00 miligramas do extrato seco em 3 mL de metanol. Filtrou-
se. Adicionou-se 1 mL de solucéo aquosa de vanilina a 1% e 1 mL de HCI concentrado.

O surgimento de uma coloragdo vermelha intensa indica reagéo positiva.

Derivados Benzaquinonas, Naftoquinonas e Fenantraquinonas

Dissolveram-se 30,00 miligramas do extrato seco em 3 mL de metanol. Filtrou-
se. Adicionaram-se 2 gotas de Na,CO, a 25%, 2 gotas de formaldeido a 4% e 2 gotas de
o-dinitrobenzeno a 5%. Aqueceu-se a mistura em banho-maria. Coloracdo violeta indica

reacao positiva.

Sesquiterpenolactonas e outras lactonas

Dissolveram-se 30,00 miligramas do extrato em 3 mL de metanol. Filtrou-se.
Adicionaram-se 12 gotas de solucédo alcodlica de cloridrato de hidroxilamina a 10% e
duas gotas de solucdo metandlica de KOH a 10%. Aqueceu-se suavemente em banho-
maria durante 2min. Em seguida, esfriou-se e acidificou-se com solu¢do de HCI a 1N.
Adicionou-se 1 gota de FeCl; a 1%. O aparecimento de coloracdo violeta indica reacdo

positiva.
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Esterdides e Triterpendides

Dissolveram-se 100,00 miligramas do extrato seco em 10 mL de cloroférmio.
Filtrou-se sobre carvdo ativado. Transferiu-se o filtrado para um tubo de ensaio
completamente seco. Adicionou-se 1 mL de anidrido acético e agitou-se suavemente.
Em seguida, adicionaram-se, cuidadosamente, 3 gotas de H,SO, concentrado. Agitou-se
suavemente.

Se houver rapido desenvolvimento de cores, que vao do azul evanescente ao

verde persistente, indicam resultado positivo.

Azulenos

Dissolveram-se 20,00 miligramas do extrato seco em 2 mL de cloroférmio.
Filtrou-se. Concentrou-se até 0,5 mL em banho-maria e adicionaram-se 2,5 mL da
solucdo de p-dimetilaminobenzaldeido. Aqueceu-se em banho-maria durante 5min.
Apos esfriar, em um funil de decantacdo, agitou-se com 10 mL de éter de petroleo.
Quando as duas fases estiverem distintas, observe a fase aquosa. Quando ha presenca de
proazulenos, a fase aquosa adquire coloracdo azul, porém quando estes estdo em

pequena quantidade, a coloracdo observada € esverdeada.

Espectrofotometria de absorcdo UV/Visivel

Foram preparadas solucBes do extrato bruto (0,033 mg mL™?), da fracio
flavonoidica (0,014 mg mL™), e dos padrdes de rutina hidratada Sigma-Aldrichi® min.
95% lote 128H0176 (0,01 mg mL™) e de quercetina dihidratada min. 98% Sigma-
Aldrichi® min. 95% lote 035X0720 (0,005 mg mL™), utilizando como solventes agua
purificada e metanol. Foi feita varredura entre 200 e 800 nm, utilizando um

espectrofotometro de absorcdo UV-visivel Shimadzu®.
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Determinacdo do Perfil Cromatografico da Fragdo Flavonoidica de Peperomia

pellucida L. (H. B. K.) por Cromatografia em Camada Delgada

Para a Cromatografia em Camada Delgada (CCD), primeiramente foram
utilizadas placas de silica de fase normal, confeccionadas no préprio laboratério, e
ativadas a 105°C por cerca de 15 min, para a analise da amostra em diversos eluentes,
verificando-se em qual deles a amostra apresentaria melhor separacdo em bandas. Para a
analise em cromatografia em fase reversa, foram utilizadas placas padrdes, pré-
fabricadas, RP-18 Merck® (Lopes, 2007). Para a visualizacdo das substancias, foi
utilizada a radiagdo ultravioleta em 254 ou 365 nm e como revelador o cloreto férrico a
5% (p/v) ou difenilborato de aminoetanol (NP-PEG) (Carvalho et al., 2006; Dourado &
Ladeira, 2008; Wagner & Bladt, 2001; Verlag, 1981). Os eluentes utilizados na
cromatografia estdo descritos a seguir (Tabela 1).

A solucao da amostra aplicada nas placas foi preparada com concentragéo de 4,2

mg mL™ (fracdo flavonoidica/metanol).
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TABELA 1. Eluentes utilizados na andlise utilizando cromatografia em camada delgada

de Peperomia pellucida L. (H.B.K.).

ELUENTE CCD CCD
Fase Normal Fase Reversa
CHCIy/MeOH/H;0 70:25:5 X
MeOH/H,0 90:10 X
CHCIy/MeOH 90:10 X

AcOEt/CHOOH/C,H,0,/H,0 67,57:7,43:8,78:16,22 X
ButOH/C,H,0,/H,0 40:10:50 X
AcOEY CH,0,/ H,0 65:15:20 X
AcOEt CHOOH /H,0 67:7:26

CHCl3/Acetona/CHOOH 75:16,5:8,5

CH;3CN/H,0 95:5

CH;CN/H,0 85:15

AcOEt/ CHOOH.2M/HCI 85:6:9 X

MeOH/H,0 90:10
MeOH/H,0 95:5
ACN/H,0 95:5
ACN/H,0 85:15

ACN/H,0* 85:15

MeOH/ H,0* 95:5

MeOH/H,O0* 99:1

MeOH/ CHOOH 90:10

X X X X X X

X

* As amostras aplicadas estavam acidificadas. CCD — Cromatografia em Camada Delgada.



o1

Determinacdo do Perfil Cromatografico da Fragdo Flavonoidica de Peperomia

pellucida L. (H. B. K.) por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia

Preparacao das Amostras

Foram preparadas solucbes de amostras da fragdo flavonoidica e do extrato seco da
P. pellucida L. (H.B.K.) com concentracdes de 8,40 mg/mL, cada uma, utilizando como

solventes agua purificada e metanol.

Preparacéo dos Padrdes

Foram preparadas solugcdes de padrbes de quercetina dihidratada, rutina
hidratada, epicatequina e catequina, utilizando a mesma concentragdo e 0S mMesmos

solventes das amostras. Todos os padrdes foram obtidos do fabricante Sigma-Aldrichi®.

Equipamento e Parametros Cromatograficos

Foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu®, composto por
duas bombas, modelo LC-10AD, detector com unico sinal de absorvancia na regido do
ultravioleta, operando com comprimento de onda em 270 e 320 nm modelo SPD-10AV,
degaseificador de membrana, modelo DGU-14A, injetor de amostras Rheodyne 7752i,

® modelo

com al¢a de amostragem de 20 pL, interface de comunicagdo Shimadzu
CBM-10A acoplado a microcomputador Pentium Il com software de integracdo Class

LC-10A.

Os parametros cromatograficos utilizados foram fluxo de 1,0 mL/min, uma coluna
Gemini® C18, 250 X 4,6mm, 5um, um volume de injecdo de 20 pL e fase movel

gradiente de acido formico a 1% em acetonitrila. Foi preparada uma solucdo de acido
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formico a 1% em 4&gua, e aumentou-se a proporcdo de &cido formico a 1% em

acetonitrila, de 5 a 100%, durante 60 minutos.

3. RESULTADO E DISCUSSAO

Obtencao e Caracterizacédo fisico-quimica do p6 de Peperomia pellucida L.

(H.B.K.)

Processamento da Amostra

Como foram coletados 7 kg de Peperomia pellucida L. (H.B.K.) fresca, apds a
secagem na estufa e a moagem, obtiveram-se 280 g do po da planta seca. O que

significa um rendimento de 4% de planta seca em relacdo a planta fresca.

Determinacéo da Granulometria do P6
Na granulometria do p6 de Peperomia pellucida L. (H.B.K.), ao comparar 0s
resultados com a classificacdo da Farmacopéia Brasileira 1V ed., concluiu-se que o pé

desta planta como sendo um po grosso (Figura 1).
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FIGURA 1. Determinacdo granulométrica do po de Peperomia pellucida L.

(H.B.K.).

A distribuicdo granulométrica de drogas vegetais determina a superficie de
contato disponivel para interacdo com o solvente utilizado na obtencdo do derivado
vegetal. E um parametro preliminar importante para a escolha do processo extrativo e
do solvente adequado, ja que influencia diretamente na eficiéncia do processo extrativo

(Santos, 2000; Migliato et al., 2007).

Determinacdo de Perda por Dessecacéo

A media do valor obtido da perda por dessecacdo de Peperomia pellucida L. (H.
B. K) foi de 9,5%, apresentando-se de acordo com a Farmacopéia Brasileira IV ed., na
qual este resultado pode variar de 8 a 14%. Esta determinacdo € importante para o

controle microbioldgico, pois, excesso de dgua na droga vegetal favorece o crescimento
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de fungos e bactérias, podendo também levar a hidrélise dos constituintes (Sharapin,

2000).

Determinacéo de Cinzas Totais

Teor de cinzas totais € o valor que determina o teor de silica, principalmente
areia e terra silicea presente na droga (Sharapin, 2000).

Apbs a calcinagdo das amostras, a média do valor obtido foi de 38,57%.

O valor aceitavel no teor de cinzas totais da Peperomia pellucida L. (H. B. K.)

ainda ndo foi estabelecido em nenhuma monografia.

Obtencéo e caracterizacao fisico-quimica da solucéo extrativa de Peperomia

pellucida L. (H.B.K.)

Obtencéo da Tintura

Foram obtidos 1800 mL de tintura de Peperomia pellucida L. (H. B. K).

Determinacéo da densidade

O valor obtido para a densidade da tintura da Peperomia pellucida L. (H. B. K)
foi 0,8660 g mL™.
Determinacéo do pH

O valor obtido para o pH foi 6,57.
Determinacdo da porcentagem de residuo seco total

Foram obtidos 1,39% de residuo seco total.

Os valores aceitaveis para a densidade, pH e porcentagem de residuo total seco
para a tintura da Peperomia pellucida L. (H. B. K) ainda ndo foram estabelecidos em

nenhuma monografia.
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Obtencéo do Extrato Seco

O extrato seco obtido a partir da concentracdo da tintura de Peperomia pellucida
L. (H. B. K) foi de 28,87 g. O que representa um rendimento de 11,5% em relacéo a
planta seca e de 0,41% em relacdo a planta fresca.

Na obtencdo do extrato seco, verificou-se que a planta apresenta baixo
rendimento. E se os estudos farmacoldgicos e tecnoldgicos viabilizarem Peperomia
pellucida L. (H. B. K) para a produgdo de medicamentos fitoterapicos, necessitar-se-ia
de producdo da mesma em grande escala. Como € planta na qual a eficécia terapéutica
esta ligada com o estégio de desenvolvimento e estacdo do ano, é necessaria a pesquisa

de método de cultivo que minimize as diferencas entre as quantidades dos constituintes.

Obtencéo da fracdo flavonoidica

A quantidade total obtida de fracdo flavonoidica a partir de 1,015 g de extrato

seco foi 0,8584 g, ou seja, 84,62% do extrato seco.

Prospec¢do Quimica do extrato seco

Na andlise fitoquimica da droga, foi identificada a presenca de saponina
espumidica; acucares redutores; proteinas e aminoéacidos; fenois e taninos; flavondides;

esterdides e triterpendides; depsideo e depsidonas.

Espectrofotometria de Absorcdo UV/Visivel

Conforme o espectro apresentado ap0Os a varredura das amostras (Figura 2), a
banda | apresentou absorcdo maxima em 332 nm, e a banda Il apresentou absorcéo
méaxima nas faixas de comprimento de onda entre 270 e 272 nm.

A espectrofotometria mostrou que a fracdo flavonoidica e o extrato seco

apresentaram comportamentos semelhantes no espectro, divergindo do comportamento
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dos padr6es utilizados, rutina e quercetina; logo, € provavel que esta fracdo se trate de

uma mistura de flavonoides e, se a rutina e a quercetina estiverem presentes, estas

devem estar em pequenas quantidades.

~~~~~~~~~ Extrato Seco
— - - Fracdo Flavonoidica

- = -Padrédo Quercetina

Padrdo Rutina

0,500 -

Absorbancia

0,300 A

0,100

0,100200 43300 400 500 600 700 800

-0,300 -

Comprimento de onda (nm)

FIGURA 2. Espectro de varredura de 200 a 800 nm, do extrato seco, fracéo

flavonoidica, e padrdes de rutina e de quercetina.

Determinacdo do Perfil Cromatografico da Fracdo Flavonoidica de Peperomia

pellucida L. (H. B. K.) por Cromatografia em Camada Delgada

Na analise por CCD, o eluente que apresentou melhor separagdo da mistura foi o
MeOH/CHOOH 90:10, sobre cromatoplacas de gel de silica de fase reversa, usando

cloreto férrico a 5% como revelador, apresentando duas manchas com Rf 0,63 e 0,75
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(Figura 3). Porém as bandas ndo ficaram bem definidas, dificultando sua comparacéao

com padrdes de flavonoides.

— 5 Rf0,75

o ——> RF0,63

FIGURA 3. Placa de Cromatografia em Camada Delgada da solugdo com concentracao
de 4,2 mg mL™ (fracdo flavonoidica/metanol) de Peperomia pellucida L. (H.B.K.),

utilizando como eluente MeOH/CHOOH 90:10.

Determinacdo do Perfil Cromatografico da Fracdo Flavonoidica de Peperomia

pellucida L. (H. B. K.) por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os resultados estdo apresentados nas Figuras 4 e 5.
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FIGURA 4. (_ )Extrato seco da Peperomia pellucida L. (H.B.K.); (-.-.) Fragéo
flavonoidica da Peperomia pellucida L. (H.B.K.) utilizando um gradiente exploratorio

de 5 a 100% de MeCN em 60 min, varredura de 200 a 400 nm, injecdo de 20 L.

Comparando-se os tempos de retencdo do extrato seco e da fracdo flavonoidica,
verifica-se a presenca de flavondides em torno de 20 minutos ja que ambos 0S

cromatogramas foram feitos no mesmo sistema cromatografico.
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FIGURA 5. (_)Padréo de querceting; (...)Padrao de rutina; (---)Padréo de epicatequina; (-
-) Padréo de catequina - gradiente exploratorio de 5 a 100% de MeCN em 60 min,

varredura de 200 a 400 nm, injecdo de 20 L.

Pelo tempo de retencdo e comparando-se com 0s obtidos no extrato seco e na
fracdo flavonoidica pode-se inferir que exista alguns flavondides conhecidos neles, ja
que tanto as amostras quanto os padrdoes foram feitos nas mesmas condicOes
cromatograficas e que precisam ser isoladas e identificados através de IV, RMN e

espectro de massa.

4.  Concluséo

No presente trabalho foi possivel concluir que o material vegetal apresenta baixo
rendimento. Na espectrofotometria, determinou-se que os flavondides presentes no
material vegetal provavelmente ndo se tratam de quercetina ou rutina. Contudo, de

acordo com a cromatografia liquida de alta eficiéncia, € evidente que a fracdo



60

flavonoidica da Peperomia pellucida L. (H.B.K.) trata-se de uma mistura de flavonoides
0s quais precisam ser isolados e identificados através de métodos espectrométricos, para
caracterizar um possivel marcador.

Os resultados obtidos com a perda por dessecagdo, determinacdo de cinzas
totais, determinacdo de pH, densidade e porcentagem de residuo seco total contribuem
para a determinacdo de especificagdes de uma futura monografia farmacopeica de
Peperomia pellucida L. (H.B.K.), resultando em insumos vegetais de maior
uniformidade, garantindo uma maior qualidade e padronizacdo para o desenvolvimento

e producdo de fitoterapicos seguros e eficazes.
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RESUMO

Peperomia pellucida, pertencente a familia Piperaceae é utilizada na medicina popular
para varias enfermidades. O objetivo deste trabalho foi realizar a determinacdo dos
teores de umidade e cinzas totais de P. pellucida, utilizando os métodos convencional e
termogravimetria. Foram realizadas, em triplicata, a perda por dessecacdo e a
determinacgé@o de cinzas totais, seguindo as metodologias preconizadas na Farmacopéia
Brasileira 1V ed. e termogravimetria (TG). A curva termogravimétrica foi realizada
utilizando uma termobalanca modelo TGA 60 Shimadzu®, sob atmosfera dinamica de ar
(50 mL/min), razéo de aquecimento 10°C/min e cadinho de platina contendo massa de
amostra de 5 mg, na faixa de temperatura entre 27 e 600°C. Diferentes resultados foram
obtidos comparando-se as técnicas de determinacdo de perda por dessecacao e cinzas
totais analisados. Estas diferencas podem estar relacionadas a quantidade e
uniformidade da amostra analisada e a sensibilidade da técnica empregada, exigindo
uma interpretacéo criteriosa dos valores gerados. Os resultados obtidos contribuem para
0 ajuste de valores previamente definidos, resultando em derivados vegetais de maior

uniformidade, importante na producdo de medicamentos seguros e eficazes.

Palavras-chave: Peperomia pellucida, determinacdo de umidade, determinacdo de

cinzas, termogravimetria.
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1. INTRODUCAO

Peperomia pellucida L. (H.B.K.) é uma Piperaceae de ocorréncia na América
do Sul, Central (Antilhas), América do Norte e Asia. No Brasil, ocorre desde o
Amazonas até o Parana, com representantes em locais Umidos, principalmente em
paredbes e jardins. No Brasil, é conhecida como comida-de-jabuti, erva-de-jabuti,
erva-de-vidro, lingua-de-sapo, coracdozinho (Guimardes, 1984; Vieira, 1992,
Martins, 1989; Rodrigues et al., 1989); outros nomes populares sdo atribuidos a esta
planta, como “corazon de hombre” e “yerba de la planta” em Cuba, “herbe a la
curesse” nas Antilhas Francesas, “luchi pata” em paises asiaticos (Roig y Mesa,
1988; Khan et al., 2008).

E popularmente usada na Amazoénia para combater a tosse ou a dor de garganta,
arritmias cardiacas, sendo usada ainda como antipruriginosa e diuretica, utilizada sob
a forma de cha ou infusdo preparados com as raizes e toda a planta, ndo raro, é
consumida como excelente salada (Van den Berg, 1993; Pimentel, 1994; Perry,
1980). Também ¢ usada para tratar abscessos, furunculos e sinuosidades da pele e
inflamacGes oculares (conjutivites). Dados da literatura confirmaram o efeito
antimicrobiano e antipirético desta espécie (Bojo et al., 1994; Khan et al., 2008).
Outras propriedades medicinais, atribuidas a P. pellucida, variam dependendo da
regido, para baixar o nivel de colesterol sanguiineo (no nordeste do Brasil) e contra
proteinudria e como diurético (na Guiana) (Arrigoni-Blank et al., 2004).

Como ainda ndo existe uma monografia para P. pellucida na Farmacopéia
Brasileira, pretende-se fazer com que o produto oferecido como substancia
medicamentosa satisfaca um padrdo de qualidade, quando analisado pelos métodos
geralis preconizados pela Farmacopéia.

Contudo, considerando o aporte crescente de plantas medicinais e de
medicamentos de origem vegetal no arsenal terapéutico, cresce a necessidade de
efetuar o controle de qualidade e validar os métodos analiticos utilizando técnicas
modernas e eficientes (Sharapin, 2000).

O objetivo deste trabalho foi realizar a determinacdo dos teores de umidade e
cinzas totais de P. pellucida, utilizando os métodos descritos na Farmacopéia

Brasileira IV ed. e termogravimetria.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Matéria prima vegetal
Foram selecionadas duas amostras de P. pellucida, coletadas em S&o Miguel do
Guama (SMG), Para e em Cabo de Santo Agostinho (CSA), Pernambuco. A amostra
SMG foi identificada pelo Prof. Dr. Milton Hélio Lima da Silva, do Museu Emilio
Goeldi — PA, e foi registrada com o n® MG.181632. A amostra CSA foi identificada
pela Dr? Rita de Céssia Pereira, do Instituto Agronémico de Pernambuco — PE, e foi

registrada com o n° 84031.

2.2. Processamento da amostra
Apos a coleta, o material vegetal fresco (toda a planta, incluindo folhas, caules
e raizes) foi lavado com &gua e alcool etilico a 70% e, em seguida, seco a
temperatura ambiente, durante 2 dias. P. pellucida foi colocada em uma estufa de ar
circulante, durante sete dias, a uma temperatura entre 42 e 45°C. Apo0s a retirada do
material vegetal da estufa, este foi triturado em moinho de facas e tamis de 30 mesh,

obtendo-se po seco.

2.3. Determinacéo dos teores de umidade e cinzas totais

A determinacdo dos teores de umidade (perda por dessecacdo) e cinzas foi
realizada para as duas amostras coletadas. As andlises utilizando o metodo
convencional foram realizadas em triplicata, seguindo os métodos preconizados na
Farmacopéia Brasileira IV ed., perda por dessecacdo em estufa a 105°C e calcinagéo
em mufla a 450°C, respectivamente.

O método por analise termogravimétrica foi realizado utilizando uma
termobalanca modelo TGA 60 Shimadzu®, na faixa de temperatura entre 27 e 600°C,
sob atmosfera dinamica de ar (50 mL/min), razdo de aquecimento 10°C/min e
cadinho de platina contendo massa de amostra de 5 mg . A calibracdo do instrumento
foi verificada antes dos ensaios empregando-se um padrdo de oxalato de calcio
monoidratado, conforme norma ASTM E1582-93 (The American Society for Testing
and Materials, 1993) (Araudjo et al., 2006; Storpirts et al., 2009, Klancnik et al.,
2010).

No método termogravimétrico, as percentagens de umidade e cinzas foram

determinadas considerando os valores percentuais extraidos diretamente das curvas
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termogravimétricas. Os teores de umidade foram obtidos a partir da primeira etapa de
perda de massa entre 27 e 105°C, com isoterma a 105°C durante 1 hora. Os teores de
cinzas foram obtidos diretamente da percentagem do produto de decomposicdo
térmica na faixa de temperatura entre 27 e 450°C, com isoterma a 450°C, durante 1

hora.

. RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo os métodos gerais da Farmacopéia Brasileira IV ed.(1988), o teor de
umidade e de cinzas totais € realizado através da perda por dessecacdo em estufa e
calcinacdo em mufla, respectivamente.

A andlise térmica abrange um grupo de técnicas, a partir das quais uma
propriedade fisica de uma substancia e/ou seus produtos de reacdo é medida em
funcdo do tempo ou da temperatura enquanto essa substancia é submetida a uma
programacéo controlada de temperatura e sob uma atmosfera especificada. A TG ¢
uma técnica termoanalitica na qual a variacdo da massa da amostra (perda ou ganho)
¢ determinada em funcdo da temperatura e/ou tempo, enquanto a amostra €
submetida a uma programacédo controlada de temperatura (Silva, de Paola e Matos,
2007, Storpirtis et al., 2009).

As curvas TG geradas fornecem informacGes sobre a estabilidade térmica da
amostra, sua composicdo e a estabilidade dos compostos intermediarios e do produto
final. A TG é um dos métodos mais eficientes para determinacdo quantitativa de
umidade e outros volateis ou do farmaco em uma formulagdo farmacéutica. De
maneira geral, a liberacdo de umidade ou de agua superficial é evidenciada nas
curvas TG como uma perda de massa gradativa que ocorre desde a temperatura
ambiente até proximo a 100°C (Storpirtis et al., 2009).

Seguindo o método convencional, os valores obtidos para a perda por

dessecacdo e cinzas totais de P. pellucida estdo descritos na tabela 1.
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Tabela 1. Determinagdo de perda por dessecacao e cinzas totais segundo a Farmacopéia
Brasileira 1V ed. e método termogravimétrico

Amostra Perda por Dessecacao (%) Cinzas Totais (%)

Convencional Termogravimetria ~ Convencional Termogravimetria

SMG 8,91+0,070 6,39+0,480 20,25+1,554 45,0244,204
CSA 7,350,332 5,62+0,265 38,66+5,382 46,13+1,394

SMG: amostra coletada em Sdo Miguel do Guama; CSA: amostra coletada no Cabo de Santo Agostinho

Os resultados para a perda por dessecacéo e cinzas totais para as amostras SMG
e CSA (Tabela 1) estdo confirmados na curva termogravimétrica (Figura 1).

TGA

8.00

27-105°C 450° C

6.00-

4.00-

2.00

-0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00
Temp [C]

Figura 1. Curvas termogravimétricas das amostras SMG e CSA, destacando os eventos

analisados (perda por dessecacao e teor de cinzas)

A perda por dessecacdo visa determinar a quantidade de substancia(s) volatil(eis) de
qualquer natureza eliminada a 105°C, podendo este resultado variar de 8 a 14%
(Farmacopéia Brasileira, 1988). Esta determinacdo € importante para o controle
microbioldgico, pois, um excesso de agua na droga vegetal favorece o crescimento de
fungos e bactérias, podendo também levar a hidrélise de seus constituintes (Sharapin,
2000).

A determinacdo de cinzas totais destina-se a estabelecer a quantidade de substancias
residuais nao-volateis. As cinzas totais incluem as derivadas de tecido vegetal (cinzas
fisiologicas) e de materiais estranhos especificamente areia e terra aderente a superficie

da droga (cinzas nao-fisioldgicas) (Farmacopéia Brasileira, 1988). Teor de cinzas totais
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é o valor que determina o teor de silica, principalmente areia e terra silicea presente na
droga (Sharapin, 2000).

O valor aceitavel no teor de cinzas totais de P. pellucida ainda ndo foi estabelecido
em nenhuma monografia.

A diferenca nos valores obtidos das cinzas podem estar relacionadas a presenca da
raiz no material coletado e a diferente composicdo do solo em cada local de coleta. A
amostra SMG foi coletada em uma érea ribeirinha, ja a amostra CSA em um sitio com
solo de provavel origem vulcénica.

As diferengas encontradas nos resultados entre as amostras analisadas nos ensaios
realizados seguindo as recomendacbGes farmacopéicas foram também percebidas
utilizando a termogravimetria, porém ampliando ainda mais tais discrepancias entre as
amostras SMG e CSA. Pode-se observar na figura 1, nos dois eventos analisados,
diferencas entre SMG e CSA.

Estas diferencas podem estar relacionadas a quantidade e uniformidade da amostra
analisada e a sensibilidade da técnica empregada, exigindo uma interpretacéo criteriosa
dos valores gerados.

Devido ao aquecimento e resfriamento rapido, o metodo termogravimétrico
apresenta menor tempo de medidas. Além disso, este método requer menor consumo de
amostras, obtém simultaneamente o teor de umidade e cinzas e possibilita a visualizacao

do seu perfil termoanalitico (Araujo et al., 2006).

4. CONCLUSAO

Este trabalho estimula a ampliacdo dos estudos, objetivando a deteccdo e analise
dos volateis libertados empregando-se técnicas simultaneas acopladas.

A caracterizacdo de materiais de origem vegetal possui diversos interferentes como
ja discutido anteriormente, exigindo o emprego de diversas técnicas, muitas vezes
complementares com intuito de obter informacfes das amostras analisadas. Tal fato é
ratificado nos diferentes resultados obtidos, utilizando técnicas diversas para avaliacéo
dos parametros de perda por dessecacdo e teor de cinzas.

Apesar do custo mais elevado de uma analise termogravimétrica, quando
comparado a um método convencional, 0 método termogravimétrico apresenta maior
eficicia e apreciavel potencial na obtencdo de parametros tecnologicos e controle de
qualidade como comprovado estatisticamente nos resultados apresentados (Araudjo et
al., 2006; Hojo et al., 2008).
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Os resultados obtidos contribuem para o ajuste de valores previamente definidos,
resultando em derivados vegetais de maior uniformidade, importante na produgéo de

medicamentos seguros e eficazes.
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RESUMO

Na obtencéo de fitoterapicos, a padronizacdo das matérias primas vegetais € assegurada
pela qualidade das drogas vegetais, pelas condicbes de extragdo, seguidas da
determinacdo do teor de um ou mais componentes ou de compostos mais
representativos de sua composicdo, 0s quais sdo ajustados a valores previamente
definidos, resultando em derivados vegetais de maior uniformidade, importante na
producdo de medicamentos seguros e eficazes. Este trabalho teve como objetivo analisar
o0 teor do marcador de Peperomia pellucida L. (H.B.K.) em trés épocas de coleta, a fim
de avaliar a sazonalidade, e em diferentes processos de extracdo (maceracdo e
percolacdo), com diferentes concentracGes do solvente. A maior incidéncia de chuvas
durante um determinado periodo ndo influencia na quantidade de marcador presente na
amostra. A maceracdo, utilizando 70% de alcool etilico, apresentou o maior valor de

teor do marcador utilizado, a 3°,4°,7-tri-O-metoxiflavona.

Palavras-chave: Peperomia pellucida, sazonalidade, processo de extracao.

1. INTRODUCAO

A obtencdo de fitoterapicos padronizados depende da qualidade e uniformidade das
matérias primas vegetais. Em relacdo as drogas vegetais, a padronizacdo esta sujeita ao
adequado controle das condicdes de plantio, de secagem e de manuseio posterior. Para
0s extratos, responsaveis por grande parte do mercado de matérias primas vegetais, no
Brasil e no mundo, a padronizacdo € assegurada pela qualidade das drogas vegetais,
pelas condicBes de extracdo, seguidas da determinacdo do teor de um ou mais

componentes ou de compostos mais representativos de sua composi¢do, 0s quais Sao
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ajustados a valores previamente definidos, resultando em derivados vegetais de maior
uniformidade, importante na produgdo de medicamentos seguros e eficazes (Gil, 2007).

A época em que uma droga é coletada é um dos fatores de maior importancia, visto
que a quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza dos constituintes ativos, ndo é
constante durante o ano.

Sdo relatadas, por exemplo, para determinadas espécies, variacfes sazonais no
contedo de praticamente todas as classes de metabdlitos secundarios, como 06leos
essenciais, lactonas sesquiterpénicas, 4acidos fendlicos, flavondides, cumarinas,
saponinas, alcaldides, taninos, graxas epicuticulares, iriddides, glucosinolatos e
glicosideos cianogénicos (Gobbo-Neto & Lopes, 2007; Corréa Junior et al., 2008).

Este trabalho teve como objetivo analisar o teor do marcador 3°,4°,7-tri-O-
metoxiflavona em Peperomia pellucida L. (H.B.K.) em trés épocas de coleta, a fim de
avaliar a sazonalidade, e em diferentes processos de extragdo (maceragéo e percolacéo),

com diferentes concentracdes do solvente.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Matéria prima vegetal

O material vegetal foi coletado no distrito de Icoaraci, através da Associacdo Ver-as-
ervas®, situada na cidade de Belém, Pard — Brasil. Uma exsicata da espécie foi
identificada pelo Prof. Dr. Milton Hélio Lima da Silva, do Museu Emilio Goeldi — Par4,
e foi registrada com o n® MG.191457.

2.2. Avaliacao da Sazonalidade

Foram realizadas coletas de P. pellucida em 30 de margo, 31 de maio e 30 de julho
de 2010, pesquisados os indices pluviométricos (precipitacdo) em cada época de coleta.

O teor foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foi preparada

uma curva de calibracdo, nas concentragdes de 2, 10, 20, 40 e 100 ppm, utilizando como
solvente a acetonitrila e como marcador 3’,4°,7-tri-O-metoxiflavona, que foi isolado e
identificado por técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (Silva, 2010).

As analises foram realizadas em triplicata, pesando-se 30 mg de cada amostra. A
massa foi transferida para um tubo de ensaio, adicionados 3 mL de acetona e, em
seguida, foi sonicada durante 10 min., utilizando um banho ultrassdnico Branson® mod.

2510. Posteriormente, a solucdo obtida foi transferida para frascos de vidro, com o
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auxilio de pipeta Pasteur e um pedago de algod&o utilizado como filtro. Esta solugéo foi
denominada como primeiro volume da extracdo. A massa retida no tubo de ensaio,
foram adicionados mais 3 mL de acetona e transferida ao banho ultrassénico para
sonicagdo durante 10 min. Apds o término da sonicacdo, a solugédo foi pipetada, filtrada,
e adicionada ao primeiro volume da extracdo. Homogeneizou-se. A solugédo obtida foi
transferida para uma capela a fim de que todo o solvente fosse evaporado. Apos a
secagem, a massa proveniente da extracéo foi tratada por extracdo em fase sélida (SPE),
para reter os interferentes, principalmente clorofila. Solubilizou-se a massa em 500 uL
de acetonitrila, com o auxilio do banho ultrassénico por 1 min. Foram adicionados 500
uL de &gua ultra-pura e a solucdo foi sonicada por mais 1 min. Em seguida, a solucao
foi transferida para um cartucho SPE Strata Phenomenex® C18E 100 mg/mL,
previamente condicionado com 1 mL de acetonitrila e 1 mL de agua ultra-pura. A
solugcdo coletada nesta extracdo (V1) foi desprezada, ficando o analito retido no
cartucho. A este cartucho, passou-se 0,5 mL de uma solucéo acetonitrila:agua (1:1), e a
solucgéo coletada (V2) foi separada em um frasco de vidro. Em seguida, passou-se por
este cartucho mais 2 mL de uma solucdo acetonitrila:agua (7:3). A solucdo coletada
(\V3) foi adicionada a obtida anteriormente (V2), totalizando um volume de 2,5 mL, e
transferida para a capela para evaporar o solvente. A massa residual foi ressuspendida
em 200 uL de acetonitrila, filtrada utilizando um filtro de seringa de nylon de 13 mm e
0,45 pm e analisada por cromatografia a liquido de alta eficiéncia, utilizando um
método isocratico com 54% de acetonitrila.

Foi utilizado um cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu®, composto por
duas bombas, modelo LC-10AD, detector com unico sinal de absorvancia na regido do
ultravioleta, operando com comprimento de onda em 270 e 400 nm modelo SPD-10AV,
degaseificador de membrana, modelo DGU-14A, injetor de amostras Rheodyne 7752i,
com alga de amostragem de 20 pL, interface de comunicagio Shimadzu®, modelo
CBM-10A acoplado a microcomputador Pentium Il com software de integracdo Class
LC-10A.

Os parametros cromatograficos utilizados foram coluna Gemini Phenomenex® C18
(250 x 4,6 mm, 5 pm, 110A), pré-coluna Phenomenex® C18 (4,0 x 3,0 mm, 5 um), fase
movel acetonitrila:agua (54:46), fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo 20 L e

comprimento de onda 342 nm.
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2.3. Avaliagao do Processo de Extracao

2.3. 1. Processamento da Amostra

Apobs a coleta, o material vegetal fresco (planta inteira) foi lavado com agua e
aspergido com alcool etilico a 70%. Em seguida, o material foi seco a temperatura
ambiente, durante 2 dias. Peperomia pellucida L. (H.B.K.) foi colocada em estufa de ar
circulante, durante sete dias, a temperatura entre 42 e 45°C (Oliveira et al., 1991). Apés
a retirada do material vegetal da estufa, este foi triturado em moinho de facas, obtendo-

se po seco.

2.3.2. Obtengéo da tintura de Peperomia pellucida L. (H.B.K.)

Foram preparadas tinturas de P. pellucida utilizando como métodos de extracdo a
maceracao e a percolacdo, a temperatura ambiente (27°C).

Para a maceracdo, foram preparadas trés tinturas na proporcdo 1:10 (material
vegetal/solvente), apenas modificando a concentracdo do alcool etilico (50, 70 e 90%).
Em um reator de ago inoxidavel, a droga vegetal ficou em contato com o solvente por 7
dias (Santos, 2000; Simdes et al., 2007).

Para a percolacdo, foi preparada uma tintura na propor¢cdo 1:10 (material
vegetal/alcool etilico a 70%). Em um percolador, a droga vegetal ficou em contato com
0 solvente por 7 dias.

O teor foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando os
mesmos parametros cromatograficos descritos acima para a avaliacdo da sazonalidade.

As andlises foram realizadas em triplicata, pesando-se 20 mg de cada amostra.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Avaliacdo da Sazonalidade

As amostras foram coletadas em meses pré-definidos em virtude de, nos meses
marco e maio, ocorrer uma maior frequéncia de P. pellucida no distrito de Icoaraci,
devido a uma maior incidéncia de chuvas na regido e, no més de julho, torna-se mais
dificil a coleta deste material, em virtude do indice pluviométrico diminuir.

Os cromatogramas obtidos com uma das replicatas das amostras coletadas e da curva
de calibracdo (na concentracdo de 40 ppm) estdo apresentados nas Figuras 1, 2 e 3.

A 3,4’ 7-tri-O-metoxiflavona, utilizada como marcador, apresenta um tempo de

retencdo de aproximadamente 15 min.
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Figura 1. Cromatograma para a amostra de Peperomia pellucida L. (H.B.K.) coletada
no distrito de Icoaraci, em 30 de margco de 2010. A 3’,4°,7-tri-O-metoxiflavona
apresentou um tempo de retengcdo em 15,35 min.
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Figura 2. Cromatograma para a amostra de Peperomia pellucida L. (H.B.K.) coletada
no distrito de Icoaraci, em 31 de maio de 2010. A 3°,4°,7-tri-O-metoxiflavona

apresentou um tempo de retencdo em 15,27 min.
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Figura 3. Cromatograma para a amostra de Peperomia pellucida L. (H.B.K.) coletada
no distrito de Icoaraci, em 30 de julho de 2010. A 3’°,4°,7-tri-O-metoxiflavona

apresentou um tempo de retencdo em 15,36 min.

A tabela 01 apresenta os valores obtidos do teor de 3°,4°,7-tri-O-metoxiflavona e 0s
correlaciona com os valores da precipitacdo de chuvas obtidos no distrito de Icoaraci,
situado na cidade de Belém, nos respectivos meses de coleta. Os valores obtidos ndo
apresentam diferencas significativas. A maior incidéncia de chuvas durante um

determinado periodo nao influencia na quantidade de marcador presente nas amostras.

Tabela 01. Valores do teor de 3°,4°,7-tri-O-metoxiflavona e dos indices pluviométricos

(precipitacdo) em cada més de coleta

Més de coleta Valores do teor (mg) de 3°,4°,7-tri-O-  Média de Precipitagéo

metoxiflavona em cada 100 g da (mm3)?
amostra
Marco 1,63 £ 0,081 9,54
Maio 1,88 + 0,063 Valores indisponiveis
Julho 1,71 £ 0,097 4,37

®Os valores foram fornecidos pelo Centro de Previsdo de Tempo e Estudos Climaticos (CPTEC)
e Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) (CPTEC; INPE, 2010).
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3.2. Avaliacéo do processo de extragdo
Os cromatogramas obtidos com uma das replicatas das amostras estdo apresentados
nas Figuras 4,5, 6¢e 7.
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Figura 4. Cromatograma para o extrato de Peperomia pellucida L. (H.B.K.) obtido por
maceragdo, com a concentragao de 50% de alcool etilico. A 3°,4°,7-tri-O-metoxiflavona

apresenta um tempo de retencdo em 15,27 min.
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Figura 5. Cromatograma para o extrato de Peperomia pellucida L. (H.B.K.) obtido por
maceragdo, com a concentracao de 70% de alcool etilico. A 3°,4°,7-tri-O-metoxiflavona

apresenta um tempo de retencdo em 15,26 min.
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Figura 6. Cromatograma para o extrato de Peperomia pellucida L. (H.B.K.) obtido por
maceragdo, com a concentra¢do de 90% de alcool etilico. A 3°,4°,7-tri-O-metoxiflavona

apresenta um tempo de retencdo em 15,25 min.
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Figura 7. Cromatograma para o extrato de Peperomia pellucida L. (H.B.K.) obtido por
percolagdo, com a concentragdo de 70% de alcool etilico. A 3°,4°,7-tri-O-metoxiflavona

apresenta um tempo de retengdo em 15,34 min.
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Os valores obtidos para o teor de 3°,4’,7-tri-O-metoxiflavona em cada 100 g da
amostra na maceragdo, com diferentes concentragfes do solvente, estdo descritos na
tabela 02. Uma comparacdo entre os valores obtidos do marcador na maceracéo e na
percolacdo, utilizando 70% de alcool etilico, esta descrita na tabela 03. Os melhores

resultados foram obtidos com a maceragéo a 70%.

Tabela 02. Valores do teor de 3°,4°,7-tri-O-metoxiflavona nas diferentes concentracdes

de alcool etilico na maceragdo de Peperomia pellucida L. (H.B.K.)

Concentracao (%) do alcool Valores do teor (mg) de 3°,4°,7-tri-O-
etilico na maceracao metoxiflavona em cada 100 g da
amostra
50 7,26 £0,211
70 17,66 = 0,726
90 10,26 = 0,440

Tabela 03. Valores do teor de 3°,4”,7-tri-O-metoxiflavona na maceracéo e na percolagéo

de Peperomia pellucida L. (H.B.K.), utilizando 70% de alcool etilico

Processo de extragao Valores do teor (mg) de 3°,4°,7-tri-O-

metoxiflavona em cada 100 g da

amostra
Maceracéo 17,66 £ 0,726
Percolacao 11,58 £ 0,548

A maceracdo e a percolacdo utilizadas foram realizadas utilizando a mesma
proporcao material vegetal/solvente (1:10), 0 mesmo tempo de processamento, sem
agitacdo ocasional, apenas diferenciando no tipo de equipamento utilizado na extragéo.
Na maceracdo, foi utilizado um reator e, na percolacdo, um percolador, ambos de aco
inoxidavel.

A técnica proposta e utilizada na percolacdo é bastante eficiente, utilizada a nivel
mundial, simples e versatil, permitindo a facil utilizacdo dessa técnica em

processamentos em pequena, média e grande escala industrial.
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A geometria do equipamento foi crucial na escolha do melhor processo de extragéo,
obtendo-se melhores resultados quando se utilizou o reator, como pode ser observado na

tabela 03. Houve diferenca significativa quando se variou o equipamento.

4. CONCLUSAO

A avaliacdo da sazonalidade indicou que ndo ha influéncia dos valores de
precipitacdo das chuvas sobre o teor do marcador utilizado para P. pellucida, a 3°,4°,7-
tri-O-metoxiflavona, nas amostras coletadas nos meses margo, maio e julho.

A técnica proposta para a percolacdo apresenta inUmeras vantagens no
desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos porém, na extragdo de P. pellucida com
alcool etilico a 70%, a maceragdo se mostrou mais eficiente que a percolag&o.

Na variacdo da concentracdo do solvente da maceracéo (50, 70 e 90%), 0 marcador

apresentou um maior valor de teor na concentracdo de 70% de alcool etilico.
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RESUMO

As plantas utilizadas na medicina tradicional estdo sendo cada vez mais estudadas por
serem possiveis fontes de substancias com atividades antimicrobianas. Dentre elas,
destacando-se Peperomia pellucida (erva-de-jabuti) e Portulaca pilosa (amor-crescido),
utilizadas comumente na Amazonia. P. pellucida é utilizada, popularmente, em casos de
hemorragia, como curativo para feridas, dores abdominais, abscessos, acne, furinculos,
colicas, problemas renais, hipertensdo e colesterol, enquanto P. pilosa é utilizada como
hepato-protetor, antidiarréico, diurético, para queimaduras, erisipelas e ferimentos.
Neste trabalho, foram realizadas a abordagem fitoquimica e a atividade antimicrobiana
in vitro desses dois materiais vegetais. A prospeccao fitoquimica revelou a presenca de
acucares redutores, fendis e taninos, esterdides e triterpendides, glicosidios cardiacos e
carotenoides no extrato etandlico seco (EES) de P. pillosa, e a presenca de proteinas e
aminodacidos, fendis e taninos, flavondides, esterdides e triterpendides, azulenos,
carotenoides, depsidios e depsidonas no EES de P. pellucida. Para avaliacdo da
atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos brutos, foi empregado o método de
disco difusdo em &gar, nas concentracdes de 500; 250; 125 e 62,5 pg/mL. Os extratos
testados que apresentaram atividade antimicrobiana na avaliacdo preliminar foram
submetidos a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) pela técnica de
microdiluicdo em caldo. O extrato de P. pellucida possui atividade antimicrobiana

frente a S. aureus e P. aeruginosa, e o de P. pilosa contra Pseudomonas aeruginosa.



90

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, Peperomia pellucida, Portulaca pilosa, erva
de jabuti, amor-crescido.

1. INTRODUCAO

O surgimento e a disseminacdo de micro-organismos resistentes aos
antimicrobianos disponiveis no mercado tém sido relatados ha décadas, incentivando a
busca de novas fontes de substancias com atividades antimicrobianas, como as plantas
utilizadas na medicina tradicional.

O conhecimento e a pesquisa dos beneficios das espécies vegetais foram
realizados por varias civilizacbes em todos os continentes. Embora de modo empirico
ou intuitivo, baseando-se em descobertas ao acaso, as sociedades antigas utilizavam as
plantas para fins terapéuticos e, mais tarde, elas serviram de base para a Botanica,
Quimica e Medicina. Observa-se, atualmente, uma tendéncia de retorno a fitoterapia,
atitude recomendada pela OMS — Organizacdo Mundial de Saude. O referido 6rgéo
apoiou o estudo e o uso de plantas medicinais regionais como forma de baixar os custos
dos programas de salde pubica, principalmente nos paises subdesenvolvidos ou ainda
em desenvolvimento, como o Brasil (Martins, 1995)

Os trabalhos de pesquisa com espécies vegetais com propriedades terapéuticas
originam medicamentos em menor tempo, de custo inferior e, consequentemente, mais
acessiveis a populacdo, que, em sua maioria, encontra-se sem quaisquer condicGes
financeiras de arcar com os custos elevados da aquisicdo de medicamentos que possam
ser utilizados como parte de atendimento das necessidades primarias de satde (Furlam,
1998).

No Brasil, encontram-se cerca de 20% das 250 mil espécies medicinais
catalogadas pela United Nations Educational Scientific and Cultural Organization
(UNESCO), facilitando o aproveitamento do potencial curativo dos vegetais para o
tratamento de doencas no pais (Drumond et al, 2004). O ecossistema amazo6nico,
detentor de uma das regides de maior biodiversidade do planeta, apresenta inimeras
espécies vegetais com propriedades medicinais relatadas e outras em que seus efeitos
terapéuticos sdo desconhecidos. Dentre as utilizadas popularmente na medicina popular,
destacam-se a erva-de-jabuti (Peperomia pellucida (L.) H.B.K.), também conhecida

como lingua-de-sapo, e 0 amor-crescido (Portulaca pilosa L.) (Pimentel, 1994).
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A familia Piperaceae, descrita por Paul Dietrich Giseke, compreende,
aproximadamente, trés mil espécies distribuidas em oito géneros, dentre 0s quais se
destacam os géneros Piper, Peperomia e Pothomorphe. Geralmente, as plantas desses
géneros sdo arbustos, lianas, epifitas, ervas e pequenas arvores. A familia é muito
importante como fonte de substancias, pois apresenta atividade farmacoldgica. Pela
ampla ocorréncia e abundancia no Brasil, véarias espécies dessa familia foram referidas
como medicinais (Mabberley, 1997). P. pellucida é utilizada popularmente em casos de
hemorragia, como curativo para feridas, dores abdominais, abscessos, acne, furinculos,
cOlicas, problemas renais, hipertensdo e colesterol. (Arrigoni-Blank et al., 2004;
Barbosa et al, 2009).

O composto isolado de P. pellucida, com atividade antibacteriana, apresenta
cristais incolores na forma de agulhas e formula molecular C4;N230H (Bojo et al.,
1994). Estudos demonstraram que o extrato hidroalcodlico de P. pellucida apresentou
atividades diurética (Santos et al., 2007), hipotensora (Siqueira, 1997), antibacteriana,
analgésica e antiedematogénica (Aziba et al., 2001; Kham & Omiloso, 2002; Arrigoni-
Blank et al., 2004).

Portulaca pilosa L. é uma planta herbacea com folhas carnosas e flores
vermelhas em cachos terminais, sendo comum nas Américas. Como uso popular, a
infusdo das folhas, em descanso noturno, é indicada como hepato-protetor, antidiarréico
e diurético, ao passo que as folhas contusas, em emplastro, sdo empregadas para
queimaduras, erisipelas e ferimentos. Possui a acdo inibidora sobre a tirosinase (Baurin
et al, 2002) e provoca aumento da excre¢do de K™ na urina de ratos sem aumento da
diurese (Rocha et al, 1994). Segundo Di Stasi & Hurama-Lima (2002), a planta possui
potencialidade de ser importante antibidtico de largo espectro.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro
realizando, concomitantemente, a abordagem fitoquimica dos extratos etandlicos de P.

pellucida e de P. pilosa.

2. MATERIAL E METODOS:
Coleta e Identificacao:
Os materiais vegetais P. pellucida e P. pilosa foram coletados no municipio de
Icoaraci, na cidade de Belém (PA). A amostra de P. pellucida foi identificada pelo Prof.
Dr. Milton Hélio Lima da Silva e foi registrada, com o n° MG.181632, no Herbario Jodo

Murcapires do Museu Emilio Goeldi (PA). Ja a amostra de P. pilosa foi identificada
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pelo Prof. Dr. Luiz Carlos Batista Lobato e registrada, com o n® MG. 161921, nesse

mesmo herbério.

Preparacdo dos extratos:

Para a obtencdo do extrato etandlico seco (EES) de P. pilosa, as folhas frescas,
apos a limpeza, foram deixadas seis dias secando a temperatura ambiente e levadas,
para finalizacdo da secagem, em estufa de fluxo de ar continuo (45-48°C). Foi obtida
uma massa de 71,07 g de folhas secas. Estas foram, entdo, trituradas e submersas em
solvente etanol a 70%, seguindo-se a extragdo por maceracdo. A amostra foi filtrada em

funil de Biichner (a vacuo) e armazenada em frasco de vidro.

O filtrado resultante foi concentrado a baixa pressdo a 50°C, em evaporador
rotativo, até a evaporacéo total do solvente. O concentrado foi seco em estufa por 24h a
50°C e, posteriormente, pesado, obtendo-se a massa de 7,015 g do material vegetal.

Para a obtencdo do EES de P. pellucida, a planta inteira (folhas, caules e raizes),
apos a limpeza, foram deixadas quatro dias secando a temperatura ambiente e, apds esse
tempo, levadas, para finalizacdo da secagem, em estufa de fluxo de ar continuo (45-
48°C), obtendo-se a massa de 13,64 g. Foi seguido o mesmo procedimento utilizado na
extracdo da P. pilosa até o fim da primeira extracdo. Os macerados obtidos foram,
entdo, filtrados em papel-filtro. Fez-se a evaporacgédo do solvente do filtrado e a secagem

do concentrado na estufa, obtendo-se a massa de 4,02g.

Abordagem Fitoquimica dos materiais vegetais:

Foi realizada a prospeccdo fitoquimica dos materiais através de técnicas
utilizadas pelo Laboratdrio de Fitoquimica da Faculdade de Farméacia da Universidade
Federal do Pard (BARBOSA, 2004).

Micro-organismos:

Foram testadas cepas padrdo (American Type Colection Culture - ATCC) da
bactéria Gram-positiva Staphyloccoccus aureus (ATCC 25923), das Gram-negativas
Escherichia coli (ATCC 25922), de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) e do
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fungo leveduriforme Candida albicans (ATCC 10231), recomendadas para testes de
suscetibilidade aos antimicrobianos (CLSI, 2003a).

Preparacao do ino6culo:

Os indculos foram preparados tomando-se de trés a quatro colbnias da cepa
isolada em &gar Muller-Hinton e diluidas em solucdo salina a 0,85% até atingir a
turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mac-Farland (CLSI, 2003a).

Avaliacdo Preliminar da atividade antimicrobiana:

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos etanolicos secos, foi
empregado o método de disco difusdo em &gar. Cada suspensdo de micro-organismo foi
semeada (em duplicata), com auxilio de um swab descartavel, em toda a superficie de
meio &gar Muller Hinton. Em seguida, foram adicionados discos de papel-filtro
(Whatman — tipo 3), de 6 mm de didmetro, impregnados com 10 uL de cada extrato das
plantas nas concentracbes de 500, 250, 125 e 62,5 upg/mL, dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO). Apds incubacdo das placas a 35°C por 24h, foi realizada a
leitura dos resultados medindo-se o halo formado ao redor dos discos contendo 0s
extratos. Foi considerado, como resultado final de cada extrato, a média das duas
medidas e, como suscetivel halo, uma dimenséo igual ou superior a 8 mm de diametro
(Parekh & Chanda, 2007; Santos et al., 2007).

Determinacdo da concentracao inibitéria minima:

Os extratos testados que apresentaram atividade antimicrobiana na avaliacédo
preliminar foram submetidos a determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM)
pela técnica de microdiluicdo em caldo (Lima et al, 2006; Santos et al, 2007).

Os testes foram realizados em caldo Muller Hinton contidos em placa “Sensitive
microtiter” de 96 pocos, esterilizada e utilizada em analises de ELISA. Uma aliquota de
10 uL de cada extrato nas concentragcdes de 500, 250, 125 e 62,5 pug/mL foi depositada
em cada poco da placa contendo caldo Muller Hinton e suspensdo de micro-organismos
para um volume final de 200 uL em cada poco. Foi realizado controle de extrato, no
caldo Muller Hinton, das suspensfes de micro-organismos.

As placas foram cobertas com parafilme e incubadas a 35°C por 24 horas. A

leitura foi realizada em leitor de ELISA no comprimento de onda de 650 nm (Lima et
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al., 2006). Foi considerada como CIM a menor concentragdo do extrato capaz de inibir

0 crescimento microbiano.

3. RESULTADOS
A abordagem fitoquimica revelou a presenca de acUcares redutores, fendis e
taninos, esterdides e triterpendides, glicosidios e carotendides no EES de P. pilosa. A
presenca de proteinas e aminodcidos, fendis e taninos, flavondides, esterdides e
triterpendides, azulenos, carotendides, depsidios e depsidonas no EES de P. pellucida
também foi verificada.
Na verificagdo preliminar da atividade antimicrobiana do extrato de P. pilosa,
observou-se atividade antibacteriana apenas contra P. aeruginosa. JA4 o EES de P.

pellucida apresentou atividade antibacteriana contra S. aureus e P. aeruginosa.

O extrato de P. pilosa frente a P. aeruginosa apresentou halo de 25 mm de
didmetro na concentragdo de 500 pug/mL e 20 mm na concentracdo de 250 pg/mL, que
foram testadas no método de difusdo em &gar. O extrato de P. pellucida apresentou,
frente a P. aeruginosa, o halo de 9 mm e, frente a S. aureus, o de 11 mm, ambos na

concentracdo de 62,5 png/mL.

A determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) pelo método de
microdiluicdo em caldo mostrou que o extrato etandlico bruto de P. pellucida frente a S.
aureus e P. aeruginosa teve uma CIM de 62,5 ug/mL. P. pilosa apresentou CIM igual

a 250ug/mL frente a P. aeruginosa.

4, DISCUSSAO

Segundo alguns autores, a presenca de taninos e flavondides pode conferir
atividade antimicrobiana a um extrato (Scalbert, 1991; Harbone, 2000; Veluri et al
2004; Bylka et al, 2004). Dessa maneira, a presenca desses compostos no extrato de P.
pellucida, bem como de fendis e taninos em P. pilosa, leva a expectativa de uma

atividade antimicrobiana nesses extratos.

N&o existe um consenso sobre o nivel aceitavel para extratos de materiais
vegetais quando comparados com antibioticos padrdes. Alguns autores consideram

somente resultados similares aos de antibiéticos conhecidos desde que se trabalhe com
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uma fracdo ja determinada (Aligianis et al., 2001). Entretanto, como trabalhamos com
extrato bruto dos materiais vegetais, sequimos o critério sugerido por Holetz et al.
(2002) (Tabela 1). A maior concentracdo de extrato empregado no presente estudo foi
de 500 pg/mL, uma vez que, em concentracfes mais altas, as solu¢des dos extratos ndo
permitiram uma absorcao total nos discos, além da intensa coloracdo, que prejudicava a
leitura dos resultados. Para Holetz et al. (2002), extratos vegetais que apresentam
atividade antimicrobiana em concentragbes acima de 500 pg/mL possuem fraca
atividade, sendo de dificil aproveitamento farmacéutico no tratamento de infeccGes

bacterianas ou fungicas.

Tabela 1. Critérios para aceitacdo da atividade antimicrobiana de extratos brutos de

plantas segundo Holetz et al, 2002.

CONCENTRACAO INIBITORIA

MINIMA DO EXTRATO BRUTO RESULTADO
Abaixo de 100 pg/mL Boa atividade antimicrobiana
Entre 100 e 500 ug/mL Moderada atividade antimicrobiana
Entre 500 e 1000 pg/mL Fraca atividade antimicrobiana
Acima de 1000 pg/mL Inativo

Considerando os critérios sugeridos por Holetz et al (2002), os melhores
resultados foram contra P. aeruginosa, tanto para P. pilosa quanto para P. pellucida.
Esses resultados revelaram que esses extratos possuem entre moderada e boa atividade
antimicrobiana. Portanto, tém potencial para serem usados na producao de fitoterapicos

contra infecgbes causadas por micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos.

A determinacdo da CIM do extrato frente ao micro-organismo foi realizada pela

técnica de microdiluicdo em placas, método mais recomendavel para essa determinacao.

Os resultados obtidos demonstram as propriedades antibacterianas dessas plantas

medicinais, revelando a potencialidade de seus extratos etandlicos.

Com base nos resultados, confirma-se o conhecimento empirico das

comunidades tradicionais do Estado do Pard em relacdo as propriedades medicinais
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antibacterianas desses vegetais. Esse fato contribui, também, de forma a ampliar as
informagdes cientificas dessas plantas constituintes do bioma amazbnico com

caracteristicas terapéuticas, confirmando-se seu potencial farmacoldgico.

Devido a presenca de metab6litos que podem apresentar atividade
antimicrobiana, é recomendavel a continuacdo do estudo fitoquimico e microbioldgico.
E importante também isolar e identificar as substancias responsaveis pela atividade e

determinar as fragdes ativas.

5. AGRADECIMENTOS
Agradecemos ao CNPq pela bolsa concedida.

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALIGIANIS, N.; KALPOUTZAKIS, E.; MITAKU, S.; CHINOU, 1.B. Composition and
antimicrobial activity of the essential oil of two Origanum species. J. Agric. Food
Chem. 2001; 49: 4168-4170.

ARRIGONI-BLANK, M.; DMITRIEVA E.G.; FRANZOTTI E.M.; ANTONIOLLI,
A.R.; ANDRADE M.R.; MARCHIORO, M. Anti-inflammatory and analgesic activity
of Peperomia pellucida (L.) HBK (Piperaceae). J Ethnopharmacol. 2004; 91: 215-8.

AZIBA, P. I. ADEDEIJI, A.; EKOR, M.; ADEYEMI, O. Analgesic activity of.
Peperomia pellucida aerial parts in mice. Fitoterapia. 2001; 72 (1): 57-8.

BARBOSA, W.L.R. Manual para Analise Fitoquimica e Cromatografica de
Extratos Vegetais. 2° edicdo revisada. Revista Cientifica da UFPA [Internet]

2004 [citado 2010 mai 10]. 4. Disponivel em: http://www.ufpa.br/rcientifica.

BARBOSA, W.L.R; PINTO, L.N.; SILVA, W.B; FERNANDES, J.G.S; SOLER, O.
Etnofarmécia — Fitoterapia Popular e Ciéncia Farmacéutica, 1% edicdo, Belém:
NUMA; 2009. 114p.


http://www.ufpa.br/rcientifica

97

BAURIN, N.; ARNOULT, E.; SCIOR, T; DO, Q. T.; BERNARD, P. Preliminary
screening of some tropical plants for anti-tyrosinase activity. J Ethnopharmacol. 2002;
82(2-3):155-8.

BOJO, A. C; GARCIA, E.A; POCSIDIO, G.N. Asia life Sciences, 1994; 3(1):35-4.

BYLKA, W.; MATLAWSKA, |.; PILEWSKI, N.A. Natural flavonoids as antimicrobial
agents. J. Am. Nutraceutical Assoc. 2004; 7:24-31.

CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). Performance Standards for
Antimicrobial Disk Susceptibility Tests; Approved Standard—Eighth Edition. CLSI
document M2-A8 [ISBN 1-56238-485-6]. CLSI. 2003a.

DI STASI, L.C., HURAMA-LIMA, C.A. Plantas Medicinais na Amazb6nia e na Mata
Atlantica, 22 ed. Sdo Paulo: Editora UNESP; 2002.

DRUMOND, M.R.S.; CASTRO, R.D.; ALMEIDA, R.V.D.; PEREIRA, M.S.V.;
PADILHA, W.W.N. Estudo comparativo in vitro da atividade antibacteriana de

produtos fitoterapicos sobre bactérias cariogénicas. Pesq Bras Odontoped Clin Integr,
2004; 4(1):33-38.

FURLAM, M.R.. Cultivo de Plantas Medicinais. Colecdo Agroindustria, 152 ed.
Cuiaba: SEBRAE; 1998. 137p.

HARBONE, J.B. Advances in flavonoids research since 1992. Phytochemistry. 2000;
55:481-504.

HOLETZ, F.B.; PESSINI, G.L.; SANCHES, N.R.; CORTEZ, D.A. Screening of some
plants used in the Brazilian folk medicine for the treatment of infectious diseases.
Memodrias do Instituo Oswaldo Cruz. 2002; 97(7):1027-1031.

KHAM, M.R. & OMILOSO, AD. Fitoterapia, 2002; 73:251-254.

LIMA, M.R.F.; LUNA, J.S.; SANTOS, A.F. Anti-bacterial activity of some Brazilian
medicinal plants. J Ethnopharmacol. 2006; 105:137-14.



98

MABBERLEY, D.J. The plant book. A portable dictionary of the vascular plants. 2
ed. Cambridge: Cambridge University Preso; 1997. 858p.

MARTINS, E.R. Plantas Medicinais. Vicosa: Edicdo Imprensa Universitaria — UFV;
1995.

PAREKH, J.; CHANDA, S.V. In vitro antimicrobial activity and phytochemical
analysis of some Indian medicinal plants. Turk J. Biol. 2007; 31:53-58.

PIMENTEL, A.AM.P. Cultivo de Plantas Medicinais da Amazbnia. Belém:
Faculdade de Ciéncias Agrarias do Para; 1994. p.51-52m.

ROCHA, M.J.; FULGENCIO, S.F.; RABETTI, A.C.; NICOLAU, M. POLI A;
SIMOES, C.M.; RIBEIRO-DO-VALLE, R.M. Effects of hydroalcoholic extracts of
Portulaca pilosa and Achyrocline satureioides on urinary sodium and potassium
excretion. J Ethnopharmacol. 1994; 43(3):179-83.

SANTOS, S.C.; FERREIRA, F.S.; ROSSI-ALVA, J.C.; FERNANDEZ, L.G. Atividade
antimicrobiana in vitro do extrato de Abarema cochliocarpos (Gomes) Barneby &
Grimes. Revista Brasileira de Farmacognosia. 2007; 17(2):215-219.

SCALBERT, A. Antimicrobial properties of tannins. Phytochemistry, 1991; 30:3875-
3883.

SIQUEIRA, J.M. Anais da XII reunido anual da Federacdo de Sociedades de
Biologia experimental (FESBE). Caxambu; 1997. 278p.

VELURI, R.; WEIR, T.L.; BAIS, H.P.; STERMITZ, F.R.; VIVANCO, J.M. Phytotoxic
and antimicrobial activities of catechin derivatives. J. Agric. Food Chem. 2004;
52:1077-1082.



99

Capitulo VII

9. ATIVIDADE CARDIOVASCULAR E TOXICIDADE AGUDA

9.1. Atividade Cardiovascular e Toxicidade Aguda de Extratos de Peperomia
pellucida L. (H.B.K.)

Artigo a ser submetido a Fitoterapia
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'Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco;
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*Faculdade de Farméacia, Universidade Federal do Para.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade induzida pelos extratos etandlico e
aquoso liofilizados de Peperomia pellucida (L.) H.B.K. sobre o sistema cardiovascular
de ratos, analisando in vivo as atividades tensionais e cardiacas induzidas pelos extratos
citados através da medida direta da presséo arterial (PA) e da frequéncia cardiaca (FC)
em ratos ndo anestesiados e, in vitro, o efeito dos extratos etandlico e aquoso de P.
pellucida em artéria mesentérica superior isolada de rato atraves da medida de tenséo
isométrica. Além disso, foi analisada a toxicidade aguda do extrato etandlico seco por
aspersdo. Este estudo demonstrou que os extratos etandlico e aquoso de P. pellucida
apresentaram atividade vasorrelaxante sobre anéis mesentéricos e também efeitos sobre o
sistema cardiovasculares quando administrados na sua maior concentracdo (75 mg/Kg) sobre
animais normotensos. O extrato etanolico seco de P. pellucida, por via oral, ndo

apresenta toxicidade aguda em ratos Wistar.

Palavras-chave: Peperomia pellucida, atividade cardiovascular, toxicidade aguda
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1. INTRODUCAO

Peperomia pellucida (L.) H.B.K. é uma Piperaceae de ocorréncia na América do
Sul, Central (Antilhas) e América do Norte. No Brasil, ocorre desde 0 Amazonas até o
Parand, com representantes em locais Umidos, principalmente em pareddes e muito
frequente em jardins. No Brasil, em Santa Catarina, é conhecida como comida-de-jabuti
ou erva-de-jabuti, erva-de-vidro (Guimardes, 1984; Vieira, 1992; Martins, 1989;
Rodrigues et al., 1989); outros nomes populares sdo atribuidos a esta planta, como
“corazon de hombre” e “yerba de la planta” em Cuba, “herbe a la curesse” nas Antilhas
Francesas (Roig y Mesa, 1988).

E popularmente usada na Amazonia para combater a tosse ou a dor de garganta,
arritmias cardiacas, € ainda indicada como antipruriginosa e diurética, utilizada sob a
forma de cha ou infusdo preparados com as raizes e toda a planta. Ndo raramente, €
consumida como excelente salada (Van den Berg, 1993; Pimentel, 1994; May, 1982;
Perry, 1980).

Segundo Hermes et al. (1981), a P. pellucida apresenta potente acdo anti-
hipertensiva em 100% dos casos humanos estudados e 79% em cées. A administragao
inicial foi do extrato total da erva. Foram obtidos efeitos imediatos, com duracéo de
mais de 10 minutos, chegando em alguns casos até a 30 min, com uma queda tensional
de 12 para 7 cm/Hg.

O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade induzida pelos extratos
etanolico e aquoso liofilizados de Peperomia pellucida (L.) H.B.K. sobre o sistema
cardiovascular de ratos, analisando in vivo as atividades tensionais e cardiacas induzidas
pelos extratos citados através da medida direta da pressdo arterial (PA) e da frequéncia
cardiaca (FC) em ratos ndo anestesiados e, in vitro, o efeito dos extratos etandlico e
aquoso de P. pellucida em artéria mesentérica superior isolada de rato através da

medida de tensdo isométrica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Atividade Cardiovascular
2.1.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) pesando entre 250-350 gramas,
com idade entre 10 a 14 semanas e mantidos em caixas de plastico sob ciclo claro-

escuro de 12 horas e temperatura de 21 + 1°C, tendo livre acesso a alimentacdo (racédo
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Purina® para roedores) e 4gua, conforme recomendacdes internacionais (Wolfensohn;
Lloyd, 2003), estes foram provenientes do Biotério Prof. Thomas George do
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes de Medeiros da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) apds aprovacdo do
comité de ética e pesquisa animal do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica.

2.1.2. Drogas

Foram testados o0s extratos etandlico e aquoso liofilizados de P. pellucida
representados respectivamente pela siglas EEPP e EAPP.

O material botanico P. pellucida foi coletado no municipio de Cabo de Santo
Agostinho, Pernambuco. A amostra foi identificada pela Dr? Rita de Cassia Pereira, do
Instituto Agrondmico de Pernambuco — PE, e foi registrada com o n° 84031.

Para o extrato aquoso, foi preparada uma infusdo, conforme uso popular,
adicionando 0,5 L de &gua quente sobre 3 galhos da planta inteira.

Para o extrato etanolico, apos a coleta, o material vegetal fresco (toda a planta,
incluindo folhas, caules e raizes) foi lavado com agua e alcool etilico a 70% e, em
seguida, seco a temperatura ambiente, durante 2 dias. P. pellucida foi colocada em uma
estufa de ar circulante, durante sete dias, a uma temperatura entre 42 e 45°C. Apos a
retirada do material vegetal da estufa, este foi triturado em moinho de facas e tamis de
30 mesh, obtendo-se pd seco. O método escolhido para a obtencdo da solucdo extrativa
de P. pellucida foi a maceracéo (Santos, 2000). Foi preparada uma tintura na proporcao
1:10 (material vegetal/alcool a 70%).

Os extratos aquoso e etanélico foram secos utilizando um liofilizador Terroni® —
LC3000, com uma temperatura de -6°C e vacuo de -50 mmHg. Para o extrato etandlico
foi utilizado, antes da liofilizacdo, um evaporador rotativo, para a retirada do solvente
organico.

Durante a realizacdo dos experimentos farmacolédgicos, foram utilizadas as
seguintes drogas: tiopental sédico (Cristalia®), sal sédico de heparina (Roche®),
nitroprussiato de sédio (Sigma®), cloridrato de L (-) fenilefrina (Sigma®) e cloridrato de

acetilcolina (Sigma®).

2.1.3. Preparo das solucdes dos extratos
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Os extratos foram inicialmente pesados em balanca analitica e, em seguida, foram
triturados em cépsula de porcelana com ajuda de um pistilo e solubilizados em agua
destilada para obtencdo de uma solucdo com aspecto homogéneo. A partir desta
solugdo-mée, foram obtidas outras solugbes de concentragbes menores por meio de
diluicGes em agua destilada. Nos experimentos realizados in vivo as solugdes foram

diluidas em solucéo salina a 0,9%.

2.1.4. Catéteres Vasculares

Na confeccdo dos catéteres, utilizados nos protocolos in vivo, foram utilizados
tubos de polietileno PE-10 (didmetro interno e externo de 0,28 - 0,61 mm,
respectivamente) de 4 cm para o cateter arterial e 2,5 cm para o cateter venoso, soldados
por aquecimento a tubos de polietileno PE-50 (didmetro interno e externo de 0,58 -
0,96 mm, respectivamente) de 22 cm. Antes da canulagdo, os catéteres foram
preenchidos com solucéo salina (0,9%) + 500 Ul de heparina e a extremidade PE-50 de
cada cateter foi obstruida com pino de metal.

2.1.5. Solucdes Nutritivas

Nos protocolos in vitro foram utilizadas soluc@es nutritivas (pH=7,4) aeradas com
mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,) e mantidas a 37°C.

Para a preparacdo das solucbes nutritivas foram utilizados os sais da Sigma e da
Aldrich® com a seguinte composicao. Solugdo de Tyrode (mM): NaCl 158,3; KCI 4,0;
CaCl,.2H,0 2,0; MgCl,.6H,0 1,05; C¢H;1206 5,6; NaHCO3 10,0; NaH,PO4.H,0 0,42.
Na preparacdo da solucao despolarizantes de Tyrode, o KCI foi elevado para 60 mM e o

NaCl foi isosmoticamente alterado para 62,5 mM.

2.1.6. Ensaios in vivo
2.1.6.1. Medida direta de pressdo arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) em
ratos ndo anestesiados
Os ensaios in vivo foram realizados para obtencdo de medidas de pressao arterial
(PA) e frequéncia cardiaca (FC) em animais ndo anestesiados e com livre
movimentacdo apds administracdo de doses randdmicas de maneira intravenosa da

droga em estudo.
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Inicialmente, os animais foram anestesiados com tiopental sédico (45 mg/Kg, i.p.)
e submetidos a um procedimento cirirgico para implantacdo de catéteres de polietileno
(PE), segmentos de PE-10 fixados a um segmento de PE-50, foram implantados na aorta
abdominal e na veia cava caudal, via artéria e veia femoral esquerdas, respectivamente.
Apos a fixacdo, os catéteres foram tunelizados subcutaneamente e exteriorizados através
de uma incisdo na regido cervical posterior do animal (scapulae).

A PA e a FC foram medidas 24 h ap6s o procedimento cirtrgico pela conexdo do
carater arterial a um transdutor de pressdo (Statham® P23 ID) acoplado a um
amplificador (Modelo TBM-4M, WPI, Sarasota®), conectado a um micro-computador
equipado com placa conversora analégico-digital (CIO-DAS16/JR, Computer Boards®)
contendo o programa CVMS (WPI, Sarasota®). A frequéncia usada para amostragem
dos dados foi de 500 Hz. Para cada ciclo cardiaco, o computador calcula a pressao
arterial sistolica (PAS), diastolica (PAD) e media (PAM), e o intervalo de pulso,
referido como FC. O cateter venoso foi implantado para a administracdo de drogas.

2.1.6.2. Protocolo experimental utilizado nos estudos in vivo

Para a obtencdo de uma curva dose-resposta, os animais foram mantidos em
aclimatacdo por um periodo de, no minimo, 30 minutos, para estabilizacdo dos
parametros cardiovasculares e, em seguida, foi administrado nitroprussiato de sédio
(NPS) (10 pg/Kg, i.v.), um classico doador de 6xido nitrico, para verificar a eficacia da
implantacéo do cateter venoso. Apds 15 min., doses crescentes (10, 25, 50 e 75 mg/Kg)
dos extratos etandlico e aquoso de P. pellucida, foram administrados, em experimentos
separados, de forma randdmica com intervalos de tempo suficiente para que 0s
parametros cardiovasculares retornassem aos seus valores basais. Os valores de PAM e
FC foram computados antes e ap0s a administracdo da droga, e suas variacdes foram

expressas como percentagem.

2.1.7. Ensaios Farmacologicos in vitro
2.1.7.1. Preparacbes com artéria mesentérica superior isolada de rato com ou sem

endotélio funcional

Para realizacdo dos estudos farmacologicos in vitro foi utilizado o modelo de
banho de 6rgdo isolado com artéria mesentérica superior isolada de rato para obtencao

de medidas de tensdo isométrica.
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Para a realizacdo dos experimentos, inicialmente os animais foram eutanasiados e,
em seguida, foi realizada uma incisdo em seu abdome para identificacéo e retirada do
segmento de artéria mesentérica superior, posteriormente, foi retirado todo o tecido
conectivo e adiposo e entdo seccionada em anéis com comprimento de 1 — 2 mm. Os
anéis foram mantidos em cubas contendo 10 mL de solucdo de Tyrode, a 37°C e
gaseificada com uma mistura de 95% de O, e 5% de CO; (carbogénio) onde foram
suspensos por linhas de algod&o fixadas a um transdutor de forca acoplado a um sistema
de aquisicdo (Miobath-4, WPI, Sarasota®) para o registro de tensdes isométricas.

Antes da realizacdo dos protocolos, as preparacdes foram mantidas a uma tenséo
de 0,75g por um periodo de estabilizacdo de 1 hora, sendo a solu¢do nutritiva trocada a
cada 15 minutos para retirada de qualquer metabdlito interferente.

A presenca do endotélio funcional foi verificada pelo relaxamento dos anéis apds
adicao de acetilcolina (ACh, 10 uM). Foram considerados com endotélio, os anéis com
relaxamento superior a 90% sobre pré-contragdo com fenilefrina (FEN, 10 uM). Ja para
realizacdo dos experimentos na auséncia do endotélio funcional, os anéis foram
submetidos a um leve atrito mecanico entre as paredes internas do vaso e uma haste de
metal, e seus relaxamentos induzidos por Ach (10 uM) em anéis pré-contraidos com
FEN (10 uM) deveriam ser inferiores a 10%. Anéis com relaxamentos entre 10 e 90%

tiveram seu endotélio removido e confirmado como acima descrito.

2.1.7.2. Protocolos experimentais realizados com anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato
2.1.7.2.1. Efeito dos extratos etandlico e aquoso de P. pellucida em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato, pré-contraidos com fenilefrina (10
uM)

Inicialmente, foi avaliada sua atividade vasorelaxante frente contracdes induzidas
por FEN. O experimento teve inicio apds um periodo de estabilizacdo de 50 minutos das
preparacdes. Concentracdes crescentes do extrato de P. pellucida, tanto para o etandlico
quanto para o aquoso, foram adicionados cumulativamente aos anéis pré-contraidos
com FEN (10 uM). O possivel efeito vasorelaxante induzido pelos diferentes extratos
foi avaliado em anéis com endotélio funcional intacto e anéis com endotélio
mecanicamente removido. Em ambas as preparagdes, a concentragao de FEN (10 uM)

foi ajustada para obter contraces de magnitude semelhante.
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2.1.7.2.3. Avaliacdo da atividade dos extratos etandlico e aquoso de P. pellucida

em anéis mesentéricos pré-contraidos com solucéo de elevado K*

Este protocolo foi desenvolvido para avaliar os efeitos induzidos, tanto pelo
extrato etanodlico quanto pelo extrato aquoso de P. pellucida, em anéis mesentéricos pré-
contraidos com um agente contraturante diferente, cujo mecanismo de acdo para gerar
aumento de tensdo difere do induzido por fenilefrina. Apds a verificacdo da auséncia do
endotélio funcional como descrito anteriormente, foi adicionado os diferentes extratos
da droga cumulativamente, em experimentos separados, aos anéis pré-contraidos com
solucdo de Tyrode KCI 60 mM. O aumento na concentragdo de potassio de 4 mM para
60 mM foi obtido junto com a reducdo na concentracdo milimolar de sédio afim de
manter a equimolaridade. A percentagem de relaxamento induzida pela droga em estudo

foi calculada pela comparacao da resposta antes e ap0s a adi¢do dos extratos.

2.1.8. Toxicidade Aguda

A toxicidade aguda (DLso) do extrato seco de P. pellucida foi avaliado usando o
procedimento up and down adaptado (OECD, 2001). Para isso, dois grupos de ratos
machos (n=5/grupo) foram privados de racao por 12 h e, em seguida, receberam por via
oral o extrato seco de P. pellucida (5,0 g/kg) e agua (controle). Apds a administracao, os
ratos foram observados individualmente e continuamente durante os primeiros 30
minutos e, a cada hora, durante as primeiras 6 h e, diariamente, por um periodo de até
14 dias. O numero de animais sobreviventes foi registrado diariamente. Foi observado
diariamente o consumo de racdo, agua, alteracGes gerais de comportamento e sinais

clinicos de toxicidade (Malone, 1977).

2.1.9. Analise Estatistica
Os valores foram apresentados como média + erro padrdo da média (e.p.m).

Foram utilizados, quando necessario, os testes t de Student e analise de variancia “one
way” (ANOVA) seguida de Bonferroni, onde os valores de p < 0,05 foram considerados
significantes. Para estudar os efeitos vasorelaxante induzidos pelos extratos de P.
pellucida, o parametro farmacoldgico Emax (resposta maxima induzida pela substancia)
foi analisado. O programa que foi utilizado para analise dos dados foi o Graph Pad
Prism® 4.02.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Atividade cardiovascular
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3.1.1. Experimentos in vitro
3.1.1.1. Efeito vasorelaxante induzido por extrato aquoso de P. pellucida em anéis
mesentéricos estimulados com fenilefrina

O extrato aquoso de P. pellucida (EAPP) (1, 3, 10, 30, 100, 300, 500 pg/mL)
induziu vasorelaxamento dependente de concentragdo em angéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato, pré-contraido com fenilefrina 10uM. A curva concentracgao-
resposta para EAPP em anéis com endotélio funcional apresentou alteracdes nos valores
de Emax= 20,2+ 6,4 (n=5) quando comparados aos anéis sem endotélio funcional pré-
contraidos com FEN Emax= 23,7+3,4 (n=5) (Figura 1).
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Figura 1: Efeito vasorrelaxante induzido por extrato aquoso de P. pellucida (ug/mL).
Curva concentracdo-resposta em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato

com e sem endotélio e pré-contraido com Fenilefrina 10 uM.

3.1.1.2. Efeito vasorelaxante induzido por extrato etandlico de P. pellucida em

anéis mesentéricos estimulados com fenilefrina
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O extrato etandlico de P. pellucida (EEPP) (1, 3, 10, 30, 100, 300, 500 ug/mL)
induziu vasorelaxamento dependente de concentragdo em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato, pré-contraido com fenilefrina 10uM. A curva concentragao-
resposta para EEPP em anéis com endotélio funcional, ndo apresentou alteragcdes nos
valores de Emax= 38 £ 6,9 (n=5) quando comparados aos anéis sem endotélio funcional
pré-contraidos com FEN Emax= 20,3 + 13,7 (n=6) (Figura 2).

0_

25 -4~ Endotélio Intacto
o Enmax = 20,3+ 13,7%
c
[}
% - Endotélio Removido
% 907 Enax-: 38,0+ 6,9 %
©
@
N

754

100-

0 1 2 3
Log [Extrato etandlico] ug/mL

Figura 2: Efeito vasorrelaxante induzido por extrato etanolico de P. pellucida (ug/mL).
Curva concentracdo-resposta em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato

com e sem endotélio e pré-contraido com Fenilefrina 10 uM.
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Efeito vasorelaxante induzido por extrato etandlico de P. pellucida em anéis
mesentéricos estimulados com KCI 60mM

O extrato aquoso (EAPP) ou etandlico (EEPP) de P. pellucida nas
concentragbes de 1, 3, 10, 30, 100, 300, 500 ug/mL) induziu vasorelaxamento
dependente de concentracdo em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato,
pré-contraido KCI 60 mM. A curva concentracdo-resposta para EEPP em anéis com
endotélio funcional apresentou maior valor de Ens= 60,8 + 6,4 (n=6) quando
comparados aos anéis sem endotélio funcional pré-contraidos com KCI 60 mM na
presenca do EAPP (Emax= 25 * 6,4) (n=6) (Figura 3).
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Figura 3: Efeito vasorrelaxante induzido por extrato aquoso (EAPP) ou extrato etandlico
(EEPP) de P. pellucida (ug/mL). Curva concentragdo-resposta em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato com e sem endotélio e pré-contraido com KCI 60

mM.

3.1.2. Ensaios Farmacologicos in vivo

3.1.2.1. Efeito do extrato aquoso de P. pellucida (EAPP) sobre a pressdo arterial
média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) em ratos normotensos nao-

anestesiados
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Apds um periodo de estabilizagdo dos pardmetros cardiovasculares de ratos
normotensos ndo-anestesiados, a administracdo intravenosa de EAPP, nas doses de 10,
25 e 50 mg/Kg, apresentaram uma resposta pressora (3,8 + 1,2; 1,8 £1,1; 7 £ 3,4
mmHg, n=5) com diminui¢do da pressao arterial na dose de 75 mg/Kg (-13, 5 + 6,4
mmHg, n=5) sem alteracdo da frequencia cardiaca nas doses de 10 e 25 mg/Kg (8,7 *
8,4; -6,2 £ 11,1 bpm, n=5), porém associado a bradicardia nas doses de 50 e 75 mg/Kg
(-61,2 £ 87,6; -95,75 + 55,6 bpm, n=5), conforme apresentado na figura 4.
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Figura 4 Efeitos do extrato aquoso de P. pellucida (EAPP) sobre (a) a pressédo arterial
média (PAM, mmHg) e (b) frequéncia cardiaca (FC, bpm) em ratos normotensos nao-
anestesiados (n=5). Os valores foram expressos como média £ e.p.m.

3.1.2.2. Efeito do o extrato etandlico de P. pellucida (EEPP) sobre a pressao arterial
meédia (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) em ratos normotensos nao-
anestesiados

Apo6s um periodo de estabilizacdo dos parametros cardiovasculares de ratos
normotensos ndo-anestesiados, a administracao intravenosa de EEPP, nas doses de 10,
25, 50 e 75 mg/Kg, apresentaram uma resposta pressora (14,2 + 2,6; 10,2 £1,7; 13,5 +
0,9 e 35,2 + 8,9 mmHg, n=4) com aumento da frequencia cardiaca nas doses de 25 e 50
mg/Kg (5,7+ 24,1, 19,7 + 11,8), porém associado a bradicardia nas doses de 10 e 75
mg/Kg (-20,8 + 7,1; -160,2 + 55,4; bpm, n=4) conforme apresentado na figura 5.
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Figura 5 Efeitos do extrato etanolico de P. pellucida (EEPP) sobre (a) a pressao arterial
média (PAM, mmHg) e (b) frequéncia cardiaca (FC, bpm) em ratos normotensos nao-
anestesiados (n=4). Os valores foram expressos como média * e.p.m.

Este trabalho foi realizado tendo como motivacdo a caracterizacdo do efeito
vasorelaxante, em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, e também de
avaliar os efeitos cardiovasculares induzidos pelos extratos etandlico e aquoso de P.
pellucida em ratos normotensos.

Nos experimentos de reatividade vascular, foi observado efeito vasorrelaxante
tanto para o extrato etanolico quanto para 0 extrato aquoso frente pré-contracdes
induzidas por FEN, este mesmo protocolo realizado em anéis ap6s a remoc¢do do
endotélio vascular ndo alterou de forma significativa o vasorrelaxamento para ambas 0s
extratos, estes resultados indicam que o endotélio vascular parece exercer pouca
influéncia na atividade vasorrelaxante induzida pelos extratos.

Tendo em vista observar os efeitos vasorrelaxantes frente outro modelo de
inducdo de contracdo vascular, utilizamos o agente despolarizante KCI (60 mM), esses
experimentos foram realizados na auséncia de endotélio vascular pois sua participacédo
ndo foi significativamente importante para a promo¢do do relaxamento como

demonstrado no protocolo experimental anterior.
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Observamos em aneis de artéria mesentérica superior um efeito vasorrelaxante
com eficacia muito superior comprovada pelos valores de Ems quando comparados com
0s resultados obtidos nos experimentos com FEN mais especificamente os efeitos
relaxantes induzidos pelo extrato etandlico que foi significativamente maior do que o
efeito relaxante induzido pelo extrato aquoso.

Ja é bem descrito na literatura que contragdes induzidas por altas concentragdes de K,
nas células de masculo liso, sdo mediadas por uma despolarizacdo de membrana e um
aumento do influxo de Ca®* através dos canais para calcio voltagem dependentes (Ca,)
(Godfraind; Kaba, 1969; Somlyo; Somlyo, 1994). No entanto, a geracdo da contracao por
agonista de receptores acoplados a proteina Gg/11 (ex. FEN), em células de musculo liso, é
resultado da mobilizacdo de ambos Ca?* intracelular e extracelular (Kitazawa; Masuo;
Somlyo, 1991; Karaki et al., 1997). Esse tonus induzido por solucdo despolarizante com alta
concentracio de K* é mediado inteiramente pelos canais Ca, (Karaki et al., 1997). Baseados
nesses dados, a maior eficacia do extrato etanolico quando comparado com o extrato
aquoso sdo indicios de uma maior capacidade em diminuir a concentracdo intracelular
de Ca?* possivelmente por atuar sobre os Ca,. Os canais Ca, desempenham papel central
na regulacdo do tonus vascular. A hiperpolarizacdo promove fechamento destes canais,
levando a vasodilatacdo, ja a despolarizacdo induz a abertura dos mesmos, resultando em

vasoconstricao (Jackson, 2000).

3.2.  Toxicidade aguda

O extrato etandlico seco de P. pellucida na dose de até 5,0 g/kg administrado por
via oral em ratos ndo produziu morte em nenhum dos animais por um periodo de 14
dias de observacdo, impossibilitando a realizacdo do célculo de DLso. N&o foi observado
alteracdes na massa corporal dos animais (Figura 6), consumo de agua (Figura 7A),
consumo de racdo (figura 7B) e comportamento dos animais quando comparado com o
grupo controle. De forma similar ndo se registrou a presenca de sinais clinicos de
toxicidade. Dessa forma, pressupde-se que a toxicidade aguda esta acima de 5,0 g/kg, o
que sugere que o extrato etandlico seco de P. pellucida por via oral ndo apresenta

toxicidade aguda em ratos Wistar.
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Figura 6. Massa corporal de ratos Wistar (n=5/grupo) tratados com dose Unica de P.
pellucida (5,0 g/kg) e agua (controle).
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Figura 7. Consumo diario de agua (A) e racdo (B) de ratos Wistar (n=5/grupo) tratados

com dose Unica de P. pellucida (5,0 g/kg) e agua (controle)

4. CONCLUSAO
Com base nessa relevante importancia dos Ca, na regulacdo do tdnus vascular e pelo
relaxamento apresentado pelos extratos, buscamos avaliar a sua atuacdo sobre o sistema

cardiovascular em animais ndo anestesiados. Observamos para 0 extrato aquoso que
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desencadeou queda na pressao arterial somente na sua maior dose com uma bradicardia
associada, enquanto que o extrato etandlico causou aumento na pressao arterial de em todas as
doses com bradicardia somente na Gltima dose.

Este estudo demonstra que os extratos etandlico e aquoso de P. pellucida apresentam
atividade vasorrelaxante sobre anéis mesentéricos e também efeitos sobre o sistema
cardiovasculares quando administrados na sua maior concentracdo sobre animais
normotensos.

O extrato etanolico seco de P. pellucida, por via oral, ndo apresenta toxicidade
aguda em ratos Wistar.
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10. CLONAGEM

10.1. Micropropagacao in vitro de Peperomia pellucida L. (H.B.K.)

Artigo submetido a Revista Brasileira de Farmacognosia



119

10.1. Micropropagacéao in vitro de Peperomia pellucida L. (H.B.K.)

“¥Silva, R.M.F.; 'Gomes, T.C.B.L.; 'Rolim, L.A;; 'Silva, K.E.R.; *Costa, D. A
?Borrely, G.; *Freitas, M.C.C.; *Arruda, M.S.P.; ®Silva, M.N.; "'Rolim Neto, P.J.
'Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco;
?Biofabrica, Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste; *Departamento de
Quimica, Universidade Federal do Para.

RESUMO

A micropropagacdo consiste da propagacao vegetativa in vitro por meio de pequenos
(ou micro) propagulos os quais geralmente sdo cultivados em frascos ou em
biorreatores, onde 0s meios nutritivos e as condi¢cdes ambientais do cultivo favorecem a
formacdo e o desenvolvimento de tecidos, orgdos e plantas in vitro. Essa técnica
apresenta diversas vantagens, como a multiplicacdo de grandes quantidades de plantas
em espaco fisico e tempo reduzidos, e a possibilidade de realizar limpeza clonal,
gerando individuos livres de patdgenos. Este trabalho teve como objetivo o
estabelecimento de um protocolo para clonagem in vitro de Peperomia pellucida L.
(H.B.K.), e a analise do teor do marcador por cromatografia a liquido de alta eficiéncia,
nos periodos antes e apds a clonagem. A micropropagacdo de P. pellucida foi possivel
utilizando-se gemas axilares jovens e o meio de cultura MS bésico. A presenca das
concentracdes utilizadas de benzilaminopurina (BAP) e/ou acido giberélico (GAs3), no

meio de cultura, reduz o crescimento e a producdo de biomassa aérea e de raiz.

Palavras-chave: Peperomia pellucida, micropropagacédo, clonagem, cromatografia a

liquido de alta eficiéncia.

1. INTRODUCAO

O género Peperomia compreende mais de 600 espécies. Sao ervas terrestres e aéreas
que possuem folhas cordatas e suculentas. Algumas espécies sdo utilizadas na medicina
popular. Peperomia pellucida L. (H.B.K.) apresenta atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa, com

potencialidade de ser importante antibiético de largo espectro (Khan & Omoloso, 2002).
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Em algumas espécies de plantas medicinais, a producdo de metabdlitos secundarios
apresenta grande variabilidade quali-quantitativa dificultando a obtencdo de uma droga
padronizada. Para se atender a uma demanda constante e ininterrupta de material
vegetal para produgdo de drogas, € importante que se tenha um cultivo sistematizado
que garanta a producdo em larga-escala.

A micropropagacao consiste da propagacgao vegetativa in vitro por meio de pequenos
(ou micro) propagulos os quais geralmente sdo cultivados em frascos ou em
biorreatores, onde 0s meios nutritivos e as condi¢cdes ambientais do cultivo favorecem a
formacdo e o desenvolvimento de tecidos, 6rgdos e plantas in vitro. Essa técnica
apresenta diversas vantagens, como a multiplicacdo de grandes quantidades de plantas
em espaco fisico e tempo reduzidos, e a possibilidade de realizar limpeza clonal,
gerando individuos livres de patdgenos.

O desenvolvimento in vitro de células e tecidos depende de diversos fatores, como o
genotipo, tipo de explante, estagio de desenvolvimento e idade, estado fisioldgico da
planta matriz e condi¢cbes ambientais externas que incluem composicdo do meio de
cultura, luz e temperatura, entre outros (Gaj, 2004).

Este trabalho teve como objetivo o estabelecimento de um protocolo para clonagem
in vitro de P. pellucida, e analise do teor do marcador por cromatografia a liquido de

alta eficiéncia (CLAE), nos periodos antes e apds a clonagem.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Matéria prima vegetal
Foi selecionada uma amostra de P. pellucida coletada em Cabo de Santo Agostinho
(CSA), Pernambuco, identificada pela Dr® Rita de Cassia Pereira, do Instituto

Agrondmico de Pernambuco (IPA), e registrada com o n° 84031.

2.2. Protocolo para clonagem

Plantas oriundas da casa de vegetacdo (Figura 1la) foram utilizadas como fonte de
explantes. Os quatro primeiros entrends de ramos jovens foram retirados das plantas-
mée e submetidos ao processo de desinfestacao.

A desinfestacdo foi realizada com uma lavagem dos explantes em agua corrente,

seguido de uma imersdo sob 10 minutos de agitagdo em &gua destilada + detergente +
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cloro a 0,05%. Posteriormente, os explantes foram lavados em agua estéril, e em camara
de fluxo laminar, foram imersos sob agitacdo em solucdo de hipoclorito de sodio a 0,6%
de cloro ativo durante 10 minutos. Apds esse tempo, foram lavados 3 vezes com agua
destilada, cortados em pedagos de 1 cm contendo 1 gema axilar e inoculados (Figura
1b).

Figura 1. Plantas de Peperomia pellucida L. (H.B.K.) em casa de vegetacdo (A).

Explantes de 1 cm prontos para inoculacéo (B)

Os explantes foram inoculados em meio de cultura basico, composto por sais e
vitaminas MS (Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 100 mg.L™ de mio-inositol, 6
g.L™ de 4gar e 30 g.L™ de sacarose. O pH do meio foi ajustado para 5,6 antes de ser
autoclavado. Os explantes permaneceram durante 70 dias sob iluminacdo de 30 pumol m
2 s fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 26 + 2°C. Ap6s 70 dias de inoculacéo
(figura 2), as plantulas formadas foram utilizadas como fonte de explantes. Foram
utilizados explantes de 0,5 cm, contendo uma gema axilar e sem folha para o
experimento de micropropagacdo que consistiu de nove tratamentos. Todos 0s
tratamentos utilizaram o meio de cultura basico, ou combinado com diferentes
concentragdes dos reguladores de crescimento BAP (Benzilaminopurina) e GAs (&cido
giberélico) da seguinte forma: TO- Meio MS basico; T1- com 0,5 mg.L™ de GAs; T2-
com 1,0 mg.L™ de GAg; T3- com 0,05 mg.L™ de BAP; T4- com 0,05 mg.L™ de BAP +
0,5 mg.L™ de GA;3 ; T5- com 0,05 mg.L™* de BAP + 1,0 mg.L™ de GAs; T6- com 0,1
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mg.L™? de BAP; T7- com 0,05 mg.L™ de BAP + 1,0 mg.L™ de GAs; T8- com 0,1 mg.L’

! de BAP + 1,0 mg.L™" de GA; (Tabela 1).

Figura 2. Plantulas de Peperomia pellucida L. (H.B.K.) in vitro, apds 70 dias em meio

basico MS.

Tabela 1. Combinacdo (em mg.L™) entre os reguladores de crescimento utilizados nos

tratamentos.
GA3 GA3 GAS
BAP
0,0 0,5 1,0
0,0 0,0/0,0  0,5/0,0 1,0/0,0
0,05 0,0/0,5 0,5/0,06 1,0/0,05
0,1 0,0/0,1 0,5/0,1 1,0/0,1

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado e

contaram com 10 repeti¢cbes por tratamento. As analises estatisticas dos dados foram

realizadas através da analise de variancia (ANOVA) e a comparacdo das médias foram

realizadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Ao fim de 45 dias de cultivo in

vitro, foram analisados 0s percentuais de enraizamento e 0s parametros biométricos:

namero de folhas; tamanho das plantulas; biomassa fresca e seca da parte aérea e raiz.
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2.3. Andlise do marcador por cromatografia liquida de alta eficiéncia
2.3.1. Preparagdo das amostras

Foram preparadas amostras para a compara¢do do clone e a matriz original. As
analises foram realizadas em triplicata, pesando-se 50 mg de cada amostra. A massa foi
transferida para um tubo de ensaio, adicionados 3 mL de acetona e, em seguida, foi
sonicada durante 10 min., utilizando um banho ultrassonico Branson® mod. 2510.
Posteriormente, a solucdo obtida foi transferida para frascos de vidro, com o auxilio de
pipeta Pasteur e um pedago de algoddo utilizado como filtro. Esta solucdo foi
denominada como primeiro volume da extracdo. A massa retida no tubo de ensaio,
foram adicionados mais 3 mL de acetona e transferida ao banho ultrassénico para
sonicagdo durante 10 min. Apds o término da sonicacdo, a solucédo foi pipetada, filtrada,
e adicionada ao primeiro volume da extracdo. Homogeneizou-se. A solugédo obtida foi
transferida para uma capela a fim de que todo o solvente fosse evaporado. Apos a
secagem, a massa proveniente da extracao foi tratada por extracdo em fase sélida (SPE),
para reter os interferentes, principalmente clorofila. Solubilizou-se a massa em 500 uL
de acetonitrila, com o auxilio do banho ultrassénico por 1 min. Foram adicionados 500
uL de agua ultra-pura e a solucéo foi sonicada por mais 1 min. Em seguida, a solucao
foi transferida para um cartucho SPE Strata Phenomenex® C18-E 100 mg/mL,
previamente condicionado com 1 mL de acetonitrila e 1 mL de agua ultra-pura. A
solucdo coletada nesta extracdo (V1) foi desprezada, ficando o analito retido no
cartucho. A este cartucho, passou-se 0,5 mL de uma solucéo acetonitrila:agua (1:1), e a
solucdo coletada (V2) foi separada em um frasco de vidro. Em seguida, passou-se por
este cartucho mais 2 mL de uma solucdo acetonitrila:agua (7:3). A solucdo coletada
(\V3) foi adicionada a obtida anteriormente (\V2), totalizando um volume de 2,5 mL, e
transferida para a capela para evaporar o solvente. A massa residual foi ressuspendida
em 200 uL de acetonitrila, filtrada utilizando um filtro de seringa de nylon de 13 mm e
0,45 um e analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando um método

isocratico com 54% de acetonitrila.
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2.3.2. Preparacao da curva de calibragdo

Foi preparada uma curva de calibracdo, nas concentragdes de 2, 10, 20, 40 e 100
ppm, utilizando como solvente a acetonitrila e como marcador 3’,4°,7-tri-O-
metoxiflavona, que foi isolado e identificado por técnicas de Ressondncia Magnética
Nuclear (Silva, 2010).

2.3.3. Equipamento e Pardmetros Cromatogréaficos

Foi utilizado um cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu®, composto por
duas bombas, modelo LC-10AD, detector com Unico sinal de absorvancia na regido do
ultravioleta, operando com comprimento de onda em 270 e 400 nm modelo SPD-10AV,
degaseificador de membrana, modelo DGU-14A, injetor de amostras Rheodyne 7752i,

® modelo

com algca de amostragem de 20 pL, interface de comunicacdo Shimadzu
CBM-10A acoplado a microcomputador Pentium Il com software de integracdo Class
LC-10A

Os parametros cromatogréficos utilizados foram coluna Gemini Phenomenex® C18
(250 x 4,6mm, 5 pm, 110A), pré-coluna Phenomenex® C18 (4,0 x 3,0 mm, 5 pm), fase
movel acetonitrila:agua (54:46), fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo 20 puL e

comprimento de onda 342nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Clonagem

Entre os tratamentos utilizados, o tratamento TO apresentou a maior média com
relacdo ao tamanho das plantulas que foi de 6,512 cm, e diferiu estatisticamente dos
demais tratamentos como mostra na figura 3. A presenca da citocinina BAP e da
Giberelina GA3, influenciou no crescimento das plantas, reduzindo o seu tamanho. O
acido giberélico é conhecido, entre outros efeitos, por induzir alongamento nos entrends
das plantas (Srivastava, 2002).

Diversos trabalhos relatam o uso de giberelina para alongamento de plantas
micropropagadas in vitro (Ye et al., 2002; Alam et al., 2010;Chinnamadasamy et al.,
2010), porém, a resposta das plantas as citocininas e giberelinas variam de acordo com
as espécies e tecido vegetal. O uso de giberelina ou a combinacdo com BAP nas

condicdes deste trabalho, ndo proporcionou aumento nos tamanho das plantulas in vitro.
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Figura 3. Gréafico mostrando o tamanho médio (em cm) das plantas nos tratamentos.
Médias com diferentes letras diferem estatisticamente entre si, conforme Teste de Tukey
a 5%.

Com relagdo ao numero de folhas, os tratamentos TO, T1 e T2 apresentaram 0S
maiores valores (5,25; 3,50 e 3,62 respectivamente), ndo diferindo estatisticamente entre
si (Tabela 2). O uso de BAP quebrou a dorméncia de varias gemas axilares, mas nédo
houve alongamento significativo nem na presenca de GAs, e ainda, a presenca de BAP
parece reduzir o tamanho das folhas formadas (dados ndo divulgados).

Os dados biométricos do peso fresco e seco da parte aérea, indicam que o tratamento
sem reguladores de crescimento (TO) diferiu estatisticamente dos demais e apresentou
0s maiores valores de biomassa (Tabela 2). Esses resultados confirmam que a auséncia
dos reguladores de crescimento utilizados, resultam em plantas maiores. O tamanho das
plantas e o0 nimero de folhas sdo fatores importantes na micropropagacao, pois permite
que os explantes contendo gemas axilares sejam extraidos com mais facilidade e com

mais reserva energética, facilitando assim a regeneracao.
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Tabela 2. Efeito dos tratamentos no nimero de folhas e no peso fresco e seco da
biomassa das parte aérea. Médias com diferentes letras diferem estatisticamente entre si,
conforme Teste de Tukey a 5%.

Tratamentos Numero de Peso fresco da Peso seco da
folhas parte aérea parte aérea

TO ( Meio MS basico) 5,252 0,0217° 0,01262
T1(0,5mg.L" GAs) 3,5% 0,0092° 0,0069°

T2 (1,0 mg.L" GAs) 3,622 0,0053" 0,0044°

T3 (0,05 mg.L™ BAP) 1,62° 0,0049° 0,0038°

T4 (0,05 mg.L™ BAP + 05 1,37° 0,0039° 0,0029°
mg.L" GAs)

T5 (0,05 mg.L™ BAP + 1,0 1,75™ 0,0058° 0,0046°
mg.L" GAs)

T6 (0,1 mg.L™ BAP) 0,25° 0,0049° 0,0037°

T7 (0,05 mg.L* BAP + 1,0 0,87° 0,0046° 0,0037°
mg.L" GAs)

T8 (0,1 mg.L* BAP + 10 1,12° 0,0058° 0,0036"
mg.L" GAs)

A formacdo de raizes também foi influenciada pela presenca de reguladores de
crescimento (Tabela 3), os maiores percentuais de enraizamento foram observados nos
tratamentos TO (80%) e T2 (70%). A presenca de GA3 e de concentracdes de BAP
maiores que 0,05 mg.L™ parecem influenciar negativamente a formacdo de raizes. E
comum o uso de auxinas na formacéo de raizes, ou ainda o uso de meio de cultura sem
reguladores de crescimento.

A biomassa fresca de raiz apresentou a maior média no tratamento TO, que diferiu
estatisticamente dos demais. JA 0 peso seco mostrou-se maior em TO e T2, que ndo
diferiram entre si estatisticamente (Tabela 3). No tratamento T2, o percentual de 70% de
enraizamento pode ter ocorrido devido a presenca de altas concentracdes de GAs, que
pode ter reduzido a producdo enddgena de BAP. Esse tipo de interacdo do GA3; com
BAP ja foi relatada no trabalho de Heide (1969).
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Tabela 3. Efeito dos tratamentos no percentual de plantas enraizadas e no peso fresco e
seco da biomassa das raizes. Médias com diferentes letras diferem estatisticamente entre
si, conforme Teste de Tukey a 5%.

Tratamentos % de Peso fresco  Peso seco das
enraizamento das raizes raizes

TO ( Meio MS bésico) 80 0,00280° 0,00045?
T1(0,5mg.L" GAs) 20 0,00031° 0,0006"
T2 (1,0 mg.L™? GAs) 70 0,00052" 0,00021%
T3 (0,05 mg.L™ BAP) 20 0,00016" 0,00001°
T4 (0,05 mg.L™ BAP + 05 0 0 0
mg.L" GAs)

T5 (0,05 mg.L* BAP + 1,0 10 0,0003° 0,00001°
mg.L" GAs)

T6 (0,1 mg.L" BAP) 0 0 0

T7 (0,05 mg.L™ BAP + 1,0 0 0 0
mg.L" GAs)

T8 (0,1 mg.L* BAP + 1,0 0 0 0
mg.L" GAs)

3.2. Analise do marcador por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os cromatogramas obtidos com uma das replicatas da matriz original, do clone e da
curva de calibracdo (na concentracao de 40 ppm) estdo apresentados nas Figuras 4, 5 e
6, respectivamente.

A 3.4’ 7-tri-O-metoxiflavona, utilizada como marcador, apresenta um tempo de
retencdo de 15 min.

A matriz original apresentou cerca de 1,36 mg de 3°,4’,7-tri-O-metoxiflavona em
cada 100 g de material pulverizado de P. pellucida, e o clone apresentou cerca de 0,94
mg do marcador em cada 100 g do po, representando uma diminuicdo de 30,88% apds a
clonagem. Contudo, este experimento teve como objetivo desenvolver um protocolo
para clonagem in vitro de P. pellucida. O fato da presenca do flavonoide ter sido
detectada em menores propor¢bes nas plantas deste experimento, ndao diminui a
importancia deste protocolo. Isso porque € possivel estimular a producéo do flavondide

in vitro a partir da variacdo de condicGes fisicas do cultivo (disponibilidade de agua,
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umidade do ar, quantidade de luz, temperatura etc.), alterando algum componente do
meio de cultura (aumentando ou diminuindo a disponibilidade de sais como o
nitrogénio, célcio, ferro etc.) ou ainda adicionando algum percussor do flavonoide alvo,

estimulando assim sua producéo.
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Figura 4. Cromatograma de uma das replicatas da matriz original de Peperomia
pellucida L. (H.B.K.)
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Figura 5. Cromatograma de uma das replicatas do clone de Peperomia pellucida
L. (H.B.K)
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Figura 6. Cromatograma da curva de calibragdo de Peperomia pellucida L.
(H.B.K.) na concentragdo de 40 ppm. A 3’,4°,7-tri-O-metoxiflavona apresentou

um tempo de retencdo em 15,32 min.

4, CONCLUSAO

A micropropagacéo de P. pellucida foi possivel utilizando-se gemas axilares jovens e
0 meio de cultura MS basico. A presenga das concentracdes utilizadas de BAP e/ou
GAs, no meio de cultura, reduz o crescimento e a producdo de biomassa aérea e de raiz.

Partindo do principio que o cultivo in vitro permite o controle de condicGes fisicas e
quimicas do microambiente em que a planta estd sendo propagada, a partir deste
protocolo, é possivel obter grandes quantidades de plantas de P. pellucida in vitro e
tentar agora, estimular a producéo de flavondides.

Por fim, ainda utilizando a ferramenta de cultivo in vitro, é possivel se conseguir um
cultivo de 6rgédos-alvo. Isto €, se um determinado flavondide for produzido em maiores
quantidades na raiz ou inflorescéncia das plantas (por exemplo), é possivel estimular o
desenvolvimento e crescimento destes Orgdos e assim obter quantidades maiores do

metabdlito-alvo.
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Capitulo IX

11. AVALIACAO DOS DIFERENTES PROCESSOS DE SECAGEM

11.1. Avaliagdo de diferentes processos de secagem de extratos de Peperomia
pellucida L. (H.B.K.) utilizando Anélise Térmica e Microscopia Eletronica de
Varredura

Artigo a ser submetido a Quimica Nova



132

11.1. Avaliago de diferentes processos de secagem de extratos de Peperomia
pellucida L. (H.B.K.) utilizando Anélise Térmica e Microscopia Eletronica de
Varredura

Silva, R.M.F.}: Gomes, T.C.B.L.%; Silva, K.E.R.}: Freitas Neto, J.L .; Falcdo, E.H.L.%;
Silva, 0.S.%; Ferreira, P.A.%; Aratjo, A. A.S.* Souza, F.S.>; Rolim Neto, P.J.*

'Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco;
Departamento de Quimica Fundamental, Universidade Federal de Pernambuco;
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Grande; “Departamento de Fisiologia, Universidade Federal de Sergipe;’Laboratério de
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RESUMO

Na indastria farmacéutica de fitoterapicos, o extrato seco é aplicado na preparacdo de
comprimidos, capsulas, granulados, pomadas e outras formas farmacéuticas, como
produto intermedidrio. Entre outras vantagens, apresentam maior estabilidade e
distribuicdo granulométrica dos constituintes da preparacdo. Este trabalho teve como
objetivo caracterizar os extratos secos de Peperomia pellucida L. (H.B.K.) obtidos por
evaporacdo rotativa, leito de jorro, spray dryer e liofilizagdo, utilizando a analise
térmica e microscopia eletronica de varredura. Na preparacdo de extratos secos obtidos
por spray dryer e leito de jorro, a adicdo de aerosil a solucdo extrativa melhorou o
rendimento e as caracteristicas farmacotécnicas do p6 obtido durante a secagem. O
extrato seco obtido por asperséo foi 0 que apresentou menor aderéncia ao equipamento
utilizado, possibilitando uma melhor fluidez durante o desenvolvimento

farmacotécnico-industrial de formas farmacéuticas sélidas.

Palavras-chave: Peperomia pellucida, extratos secos, analise térmica, microscopia

eletronica de varredura.
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1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, a producdo de fitoterdpicos tem explorado novas
possibilidades tecnolégicas para a obtencdo de extratos secos. Isso decorre das
vantagens apresentadas pelos extratos secos, quando comparados aos extratos fluidos.
Os extratos secos vegetais sdo muito mais adaptados as necessidades da terapéutica
moderna, devido a facilidade de padronizacdo e de manuseio, 0 que contribui para a
garantia da homogeneidade de preparacdes farmacéuticas (De Paula & Petrovick,
1997; Teixeira, 1997; Runha et al., 2001).

Por definicdo, extratos secos sdao preparacfes sélidas, pulverulentas ou granuladas
obtidas por evaporacdo de extratos de plantas medicinais adicionadas ou ndo de
adjuvantes, apresentando o0 teor de substancias ativas indicado na respectiva
monografia (Farmacopéia Brasileira, 1988).

O extrato seco é considerado tecnologicamente viavel para fins de producdo em
larga escala, devido a sua estabilidade fisica, quimica e microbiologica, além da
facilidade de padronizagdo dos principios ativos. Na inddstria farmacéutica de
fitoterapicos, o extrato seco é aplicado na preparagdo de comprimidos, capsulas,
granulados, pomadas e outras formas farmacéuticas, como produto intermediario.
Entre outras vantagens, apresentam maior estabilidade e distribuicdo granulométrica
dos constituintes da preparagédo (Cordeiro, 2000).

Entre as técnicas de secagem empregadas com sucesso ha preparacdo de extratos
secos encontra-se a nebulizacdo ou spray dryer (Masters, 1979; Bassani, 1990;
Broadhed et al., 1992; Teixeira, 1997, Souza, 2003), o leito de jorro (Souza, 2007), a
liofilizacdo e a evaporacdo rotativa (Sousa et al., 2007; Dutra et al., 2009), técnicas
estas que serdo descritas com destaque, para a sua aplicacdo na obtencdo e
padronizacdo de extratos secos, para fins de utilizacdo como insumo farmacéutico de
interesse para a producdo de fitoterapicos no Brasil.

Este trabalho teve como objetivo caracterizar os extratos secos da Peperomia
pellucida L. (H.B.K.) obtidos por evaporacdo rotativa, leito de jorro, spray dryer e

liofilizacdo, utilizando a analise térmica e microscopia eletrdnica de varredura.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Matéria Prima Vegetal
O material vegetal P. pellucida foi coletado no municipio de Cabo de Santo
Agostinho, Pernambuco. A amostra foi identificada pela Dr2 Rita de Céssia Pereira,

do Instituto Agrondmico de Pernambuco — PE, e foi registrada com o n° 84031.

2.2. Processamento da Amostra

Apos a coleta, o material vegetal fresco (toda a planta, incluindo folhas, caules
e raiz) foi lavado com agua e alcool etilico a 70% e, em seguida, seco a temperatura
ambiente, durante 2 dias. A P. pellucida foi colocada em uma estufa de ar circulante,
durante sete dias, a uma temperatura entre 42 e 45°C. Apo0s a retirada do material
vegetal da estufa, este foi triturado em moinho de facas e tamis de 30 mesh, obtendo-

se po seco.

2.3. Obtencdo da tintura de P. pellucida

O método escolhido para a obtencdo da tintura de P. pellucida foi a maceracgéo
(Santos, 2000). Foi preparada uma tintura na proporcao 1:10 (material vegetal/alcool
a 70%).

2.4. Obtencao do extrato seco

2.4.1. Evaporacdo rotativa

Para a obtencdo do extrato seco da planta, a tintura foi concentrada em um
evaporador rotativo Marconi® MA-120, com o auxilio de uma bomba de vacuo
Marconi® MA — 057/1.

2.4.2. Liofilizacdo

A tintura foi seca utilizando previamente um evaporador rotativo e, em seguida,
um liofilizador Terroni® — LC3000, com uma temperatura de -6°C e vacuo de -50

mmHg.
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2.4.3. Leito de jorro

Para auxiliar a secagem, foram adicionados & tintura 30% de aerosil®, obtendo-
se uma suspensdo a qual foi seca utilizando um leito de jorro, constituido de uma
base conica de acrilico, com angulo interno de 60°, acoplada a uma coluna cilindrica
também em acrilico, com diametro interno de 15 e 45 cm de altura e didmetro do

orificio de entrada de 3,0 cm.

O ar utilizado no sistema de atomizacdo foi fornecido por um compressor
Schultz® de 2 estagios modelo MSV 20/350 de 854 cilindradas com poténcia de 5

2
CV, deslocamento de 572 L/min e pressdo maxima de 175 Ibf/in . A linha possuia

um diametro interno de 1/2 polegadas e pressao de atomizacdo medida através de um

2
mandmetro de Bourdon em kg/cm (bar).

A suspensdo, localizada em um becker de 1 L, foi submetida a agitacéo
magneética e bombeada até o bico atomizador por meio de uma bomba peristaltica
Masterflex®, modelo L/S 72200-20. A tintura foi conduzida ao bico por uma
mangueira de silicone de diametro interno de 1,6 mm. A bomba foi ajustada para

fornecer a vazao de tintura desejada.

O bico atomizador utilizado foi de duplo fluido, com jato redondo e mistura
interna. O modelo escolhido foi SU12, adquirido da Spraying Systems®, com
capacidade de 5 a 61 mL/min e 69 a 400 kPa para vazédo e pressao, calibrada para
agua, fornecendo a mais fina graduacdo de atomizacdo para determinada vazédo e
presséo.

A pressdo de atomizacdo do ar comprimido e a vazdo de atomizacdo da
dispersao foi 20 psi e 13,54 g/min, respectivamente. A vazao de ar que movimenta o
leito de particulas foi de 85 m*/h numa tubulago de 2 polegadas.

2.4.4. Spray dryer

A tintura foi seca utilizando um equipamento LabPlan® Spray dryer SD-05, com
uma temperatura de atomizacdo 160°C. Foi necessario a adi¢do de 30% de didxido

de silicio coloidal (aerosil®) como adjuvante de secagem.



136

2.5.  Andlise Térmica

O material vegetal pulverizado, 0s extratos secos obtidos por evaporagéo
rotativa, leito de jorro, spray dryer e liofilizacdo, e o aerosil® foram analisados
através de andlise térmica, utilizando a Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
e Termogravimetria (TG).

As curvas DSC foram obtidas na faixa de temperatura entre 27 e 600°C, em
célula calorimétrica modelo DSC 60 da marca Shimadzu®, sob atmosfera dinamica
de nitrogénio (50 mL.min™), razdo de aquecimento de 10°C.min™ e utilizando
capsulas de aluminio parcialmente fechadas contendo aproximadamente 2 mg de
amostra. A célula DSC foi calibrada antes dos ensaios no eixo de temperatura,
utilizando padrbes de indio (Tsio = 156,6°C) e zinco (Tusio = 419,5°C) metélicos
com pureza de 99,99%.

A curva termogravimétrica foi realizada utilizando uma termobalanga modelo
TGA 60 Shimadzu®, na faixa de temperatura entre 27 e 600°C, sob atmosfera
dinamica de ar (50 mL. min™), razdo de aquecimento 10°C.min™" e cadinho de platina
contendo massa de amostra de 5 mg . A calibragdo do instrumento foi verificada
antes dos ensaios empregando-se um padrdo de oxalato de célcio monoidratado,
conforme norma ASTM E1582-93 (The American Society for Testing and Materials,
1993) (Araujo et al., 2006; Storpirts et al., 2009).

2.6. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O material vegetal pulverizado, os extratos secos obtidos por evaporacéo rotativa,
leito de jorro, spray dryer e liofilizac4o, e o aerosil® também foram analisados através
de MEV. Utilizou-se um instrumento Superscan SS-550 Shimadzu®. A voltagem de
aceleracdo foi de 10 kV, a distancia de trabalho foi de 10 a 15 mm, e o spot size foi de 3
ou 4. As amostras foram depositadas sobre fitas de carbono em stubs de aluminio e
foram metalizadas com uma camada de ouro de ~20 nm. As amostras resinosas foram
imersas em nitrogénio liquido e transferidas rapidamente para o stub para serem

metalizadas.
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3.  RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1.  Descrigao dos extratos secos obtidos

Os extratos secos obtidos por evaporacao rotativa e por liofilizagdo apresentaram-
Se com um aspecto escuro e resinoso, dificultando a incorporacdo destes na obtencdo de
formas farmacéuticas.

O extrato primeiramente foi seco utilizando um evaporador rotativo, para retirar o
alcool e, em seqguida, foi liofilizado.

Entretanto, os extratos secos obtidos por spray dryer e por leito de jorro
apresentaram-se na forma de p0, destacando-se 0 extrato seco obtido por aspersdo por
apresentar menor aderéncia ao equipamento utilizado, possibilitando uma melhor
fluidez durante o desenvolvimento farmacotécnico-industrial de formas farmacéuticas
solidas.

Na preparacao de extratos secos obtidos por spray dryer e leito de jorro, a adi¢cao
de aerosil a solucdo extrativa melhorou o rendimento e as caracteristicas

farmacotécnicas do p6 obtido durante a secagem (Teixeira, 1997).

3.2. Analise térmica

A curva TG do material vegetal pulverizado da P. pellucida (Figura 1) mostrou
quatro eventos de perda de massa nas seguintes faixas de temperatura e percentuais de
perda; 25-100°C (Am=6,68%); 100-240°C (Am=7,41%); 240-350°C (Am=33,07%) e
350-600°C (Am=29,42%). A curva DSC corrobora esses resultados mostrando trés
eventos com variacdo de entalpia, sendo o primeiro endotérmico (desidratacdo) e os

dois seguintes exotérmicos (decomposicao).
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Figura 1. Curva DSC e TG do material vegetal pulverizado da P. pellucida obtida na

razéo de aquecimento de 10° C.min™, utilizando fluxo de nitrogénio de 50 mL.min-.

A Figura 2 mostra a curva TG do extrato seco da P. pellucida obtido por
evaporacdo rotativa. A curva TG mostra quatro eventos de perda de massa nas seguintes
faixas de temperatura e percentuais de perda: 25-100°C (Am=0,98%); 100-170°C
(AM=11,37%); 170-290°C (AM=26,22%) e 290-520°C (Am=39,54%). A curva DSC
corrobora com esses resultados mostrando trés eventos com variacdo de entalpia, sendo

0 primeiro endotérmico (desidratacéo) e os dois seguintes exotérmicos (decomposicao).
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Figura 2. Curva DSC e TG do extrato da P. pellucida seco por evaporacéo rotativa,
obtida na razdo de aquecimento de 10° C.min™, utilizando fluxo de nitrogénio de 50
mL.min™.

A curva TG do extrato seco da P. pellucida obtido por liofilizacdo (Figura 3)
mostrou um perfil diferenciado quando comparado as curvas termoanaliticas obtidas por
spray dryer e leito de jorro. A curva TG mostra trés eventos de perda de massa nas
seguintes faixas de temperatura e percentuais de perda: 100-200°C (Am=13,02%); 200-
360°C (Am=38,15%); e 360-600°C (Am=24,96%). A curva DSC corrobora com esses
resultados mostrando trés eventos com variacdo de entalpia, sendo o primeiro

apresentado de forma aguda referente a decomposicéo.
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Figura 3. Curva DSC e TG do extrato da P. pellucida seco por liofilizacdo, obtida na

razao de aquecimento de 10°C.min-1, utilizando fluxo de nitrogénio de 50 mL.min™.

A curva TG do extrato seco da P. pellucida, obtido por leito de jorro (Figura 4),
mostrou trés eventos de perda de massa nas seguintes faixas de temperatura e
percentuais de perda: 25-100°C (Am=4,59%); 100-260°C (Am=15,01%); e 260-530°C
(Am=30,10%). A curva DSC corrobora com esses resultados mostrando trés eventos
com variacdo de entalpia, sendo o primeiro endotérmico (desidratacdo) e os dois

seguintes exotérmicos (decomposicéo).
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Figura 4. Curvas DSC e TG do extrato da P. pellucida seco por leito de jorro, obtida na

razdo de aquecimento de 10°C.min™, utilizando fluxo de nitrogénio de 50 mL.min™,

A curva TG do extrato seco da P. pellucida, obtido por spray dryer (Figura 5),

mostrou trés eventos de perda de massa nas seguintes faixas de temperatura e
percentuais de perda: 25-100°C (Am=3,09%); 100-250°C (Am=8,77%); e 250-500°C

(Am=23,18%). A curva DSC corrobora com esses resultados mostrando trés eventos

com variacdo de entalpia, sendo o primeiro endotérmico (desidratacdo) e os dois

seguintes exotérmicos (decomposicao).
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Figura 5. Curva DSC e TG do extrato da P. pellucida seco por spray dryer, obtida na

razao de aquecimento de 10°C.min-*, utilizando fluxo de nitrogénio de 50 mL.min™.

Ao comparar o primeiro evento endotérmico de perda de massa (25-100°C) dos
extratos secos obtidos por spray dryer e leito de jorro, pode-se perceber que o extrato
obtido por aspersdo (Am=3,09%) apresenta uma menor perda de massa quando
comparado ao extrato seco obtido por leito de jorro (Am=4,59%), sugerindo que o
processo de secagem do spray dryer seja mais eficiente.

As curvas TG e DSC do aerosil® confirmam a estabilidade térmica deste

adjuvante, ndo interferindo nas andlises realizadas (Figura 6).
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Figura 6. Curva DSC e TG do aerosil® obtida na razéo de aquecimento de 10°C.min™,

utilizando fluxo de nitrogénio de 50 mL.min™.

3.3.  Microscopia eletronica de varredura

O material vegetal pulverizado (Figura 7) apresentou-se bastante irregular.
Houve presenca de diversos tamanhos de aglomerados de plaquetas e alguns

aglomerados fibrosos.

Figura 7. Fotomicrografia do material pulverizado de Peperomia pellucida L. (H.B.K.).
Barras de escala nas figuras equivalem a 200 pum, com aumento de 50x (a

esquerda) e 20 um, com aumento de 500x (a direita).

As amostras resinosas, obtidas através da secagem por evaporagdo rotativa e

liofilizacdo foram imersas em nitrogénio liquido para, aléem de expulsar o oxigénio
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presente, congelar a amostra permitindo, assim, sua quebra sem deformacdo do
material, 0 que tornaria as imagens inuteis.

Os extratos secos por evaporacdo rotativa e liofilizacdo (Figuras 8 e 9,
respectivamente) se apresentaram com aspectos resinosos e pastosos. Houve presenca
de aglomerados continuos e irregulares e, aparentemente, auséncia de porosidade ou

particulas definidas.

AccV  Piobe . Mag WDWDbt Mag WD Det F—————— 5um

A AccV’ Proby
10.0kv 40, x100 1 °SE 2 10.0kv 40 x 4500 11

T .

Figura 8. Fotomicrografia do extrato seco por evaporacdo rotativa de Peperomia
pellucida L.(H.B.K.). Barras de escala nas figuras equivalem a 100 pum, com
aumento de 100x (a esquerda) e 5 um, com aumento de 4500x (a direita).

\
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4.0 © x100 13 SE \| 10.0kv 40 x4500 13 SE 17

. R

Figura 9. Fotomicrografia do extrato seco por liofilizacdo de Peperomia pellucida
L.(H.B.K.). Barras de escala nas figuras equivalem a 100 um, com aumento de

100x (a esquerda) e 5 um, com aumento de 4500x (a direita).

O aerosil®, adjuvante de secagem utilizado no leito de jorro e no spray dryer,
apresentou particulas esféricas e ovaladas, com tamanho variando entre 5 e 10 pum,

como pode ser observado na Figura 10.
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Figura 10. Fotomicrografia do aerosil®. Barras de escala nas figuras equivalem a 100
pm, com aumento de 100x (a esquerda) e 20 um, com aumento de 500x (a

direita).

O extrato seco por leito de jorro (Figura 11) apresentou aglomerados irregulares,

possivelmente uma mistura do extrato sobre o aerosil®.

Figura 11. Fotomicrografia do extrato seco por leito de jorro de Peperomia pellucida
L.(H.B.K.). Barras de escala nas figuras equivalem a 20 pum, com aumento de

500x (a esquerda) e 10 um, com aumento de 1500x (a direita).

O extrato seco por spray dryer (Figura 12) apresentou particulas esféricas, com
tamanhos entre 1 e 10 um, que se aglomeram, e superficie irregular, possivelmente

devido a alguma porosidade.
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Figura 12. Fotomicrografia do extrato seco por spray dryer de Peperomia pellucida
L.(H.B.K.). Barras de escala nas figuras equivalem a 20 pum, com aumento de

500x (a esquerda) e 5 um, com aumento de 4500x (a direita).

4. CONCLUSAO

Os extratos secos por evaporacdo rotativa e liofilizacdo se apresentaram com
aspectos resinosos e pastosos, dificultando a incorporacdo destes extratos nas
formulacdes farmacéuticas. Na analise de microscopia eletronica de varredura, foi
observado que as amostras obtidas por esses processos de secagem ndo ficaram
totalmente secas, havendo a necessidade de imergi-las previamente em nitrogénio
liquido.

Houve uma significativa melhora no rendimento e nas caracteristicas
farmacotécnicas do pé obtido durante a secagem na preparacdo de extratos secos
obtidos por spray dryer e leito de jorro devido & adicdo de aerosil® & solucéo extrativa.

Os resultados obtidos com a analise térmica sugerem que o processo de secagem por
aspersdo seja mais eficiente que o leito de jorro. Além disso, 0 extrato seco obtido por
spray dryer apresentou menor aderéncia ao equipamento utilizado e particulas esféricas,
possibilitando uma melhor fluidez durante o desenvolvimento farmacotécnico-industrial

de formas farmacéuticas sélidas.
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Capitulo X

12. EXTRATO SECO POR SPRAY DRYER

12.1. Otimizacao do Processo de Obtencéo e Caracterizacédo Fisico-quimica do
Extrato Nebulizado de Peperomia pellucida L. (H.B.K.)

Artigo a ser submetido ao Journal Thermal Analysis and Calorimetry
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12.1. Otimizagdo do Processo de Obtencdo e Caracterizagao Fisico-quimica do
Extrato Nebulizado de Peperomia pellucida L. (H.B.K.)
'Silva, R.M.F.; 'Gomes, T.C.B.L.; 2Campos, A.F.; %Silva, J.L.A.; *Matias, W.N.;
3Souza, F.S.; “Freitas, M.C.C.; *Arruda, M.S.P.; *Silva, M.N.; “*Rolim Neto, P.J.

'Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco;
?Laboratério de Microscopia, Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste;
$Laboratério de Controle de Qualidade de Produtos Farmacéuticos, Universidade
Federal da Paraiba; “Departamento de Quimica, Universidade Federal do Para.

RESUMO

Os extratos secos por nebulizacdo sdo preparacfes sdlidas obtidas na forma de p6 ou
granulado apds a eliminacdo do solvente de extracéo, o qual pode ser obtido na presenca
ou ndo de adjuvantes farmacéuticos. Este trabalho teve como objetivo caracterizar os
extratos secos de Peperomia pellucida L. (H.B.K.) obtidos por spray dryer, utilizando a
analise térmica, area superficial especifica, tamanho de particula e cromatografia liquida
de alta eficiéncia. Ndo houve diferencas significativas na analise térmica das amostras
analisadas dos extratos secos por aspersdo nas temperaturas de atomizagdo 140, 160 e
180°C. Os resultados de area superficial especifica variaram inversamente com o
tamanho médio de particula das amostras analisadas. A medida que a area superficial
especifica aumentou, o valor do tamanho médio de particula diminuiu. Na analise do
teor do marcador por cromatografia liquida de alta eficiéncia, ndo houve diferencas
significativas entre as amostras dos extratos secos obtidas com as temperaturas de
atomizacdo 140, 160 e 180°C, embora o flavonoide tenha se apresentado mais estavel

quando utilizada a temperatura de atomizacdo 160°C.

Palavras-chave: Peperomia pellucida, spray dryer, area superficial especifica, tamanho

de particula, cromatografia liquida de alta eficiéncia.

1. INTRODUCAO

Os extratos secos por nebulizacdo séo preparacées sélidas obtidas na forma de pé
ou granulado ap6s a eliminacdo do solvente de extracdo, o qual pode ser obtido na

presenca ou ndo de adjuvantes farmacéuticos (Farmacopéia Brasileira, 1988). A
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declaracdo dos extratos secos deve conter, alem da denominacdo da droga, a mistura
extrativa que deu origem ao produto, a relacdo ponderal da droga para uma parte de
extrato, a concentracdo da substancia marcadora e os adjuvantes presentes (Mouette,
1988).

No desenvolvimento tecnoldgico de fitoterapicos, a técnica de secagem por
nebulizagdo (spray drying) tem sido bastante empregada com intuito de se obter
produtos intermediarios com maior concentracdo de constituintes quimicos e com
melhores caracteristicas tecnologicas. Os produtos secos apresentam vantagens
relacionadas com a homogeneidade de distribuicdo dos constituintes da preparacdo e
maior estabilidade fisica (Casadebaig et al., 1989; Moura et al., 1994; Gonzales;
Schimidt, 1995; Senna et al., 1997; Vasconcelos et al., 2005).

A otimizacg&o das caracteristicas fisicas e quimicas dos materiais utilizados nessa
técnica envolve geralmente a comparacdo entre parametros de processo tais como

aquecimento, volume de ar ou tipo de terminacao do aplicador (Wendel & Celik, 1998).

Os secadores por nebulizagdo atuam por aspersdo ou atomizacédo, diferindo dos
outros tipos de secadores por usar materiais fluidos, solucbes e suspensdes. A secagem
ocorre quando as goticulas aspergidas na camara de secagem entram em contato com o
calor, transmitindo por conveccado, e sofrem um choque térmico atingindo rapidamente
a temperatura do gas que as envolve (LIST & SCHIMIDT, 1989; LACHMAN et al,
2001).

O liquido presente na superficie evapora e € substituido em seguida por uma
camada sélida. O calor absorvido transforma-se em calor latente e o liquido interno
comeca a ser transferido para o exterior, por difusdo, de forma mais lenta do que a taxa
de transferéncia de calor da superficie para o interior da particula, até que entrem em
equilibrio. A pressdo interna no material durante essa transferéncia de energia faz com
que as particulas aumentem de tamanho (COHEN & YANG, 1995; LACHMAN et al,
2001). Para que esse processo seja eficiente, a mistura deve ser capaz de gerar uma certa
elasticidade na superficie e permeabilidade, para que essa troca de energia ocorra sem
danos a forma da particula. Quando ndo apresentam elasticidade e/ou porosidade, as
particulas se rompem, produzindo fragmento da esfera original e, desta forma, obtém-se
um p6 com caracteristicas tecnoldgicas inadequadas (LIST & SCHIMIDT, 1989;
MASTERS, 1985; COHEN & YANG, 1995).
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Por isso, a solugdo ou suspensdo a ser secada deve ser mantida sob agitagédo
intensa durante o ciclo de secagem. A agitagdo mantém as particulas suspensas em
solucdo e auxilia na aspersdo das particulas em forma de goticulas, permitindo a
obtencdo de particulas com forma definida. Quando ndo sdo aspergidas em solucéo, elas
secam disforme e coalescem (LACHMAN et al, 2001; MASTERS, 1985).

Este trabalho teve como objetivo caracterizar os extratos secos da Peperomia
pellucida L. (H.B.K.) obtidos por spray dryer, utilizando a analise térmica, &rea
superficial especifica, tamanho de particula e cromatografia liquida de alta eficiéncia.

2. MATERIAL E METODOS

Matéria Prima Vegetal

O material vegetal P. pellucida foi coletado no municipio de Cabo de Santo
Agostinho, Pernambuco. A amostra foi identificada pela Dr? Rita de Cassia Pereira, do
Instituto Agrondmico de Pernambuco — PE, e foi registrada com o n° 84031.

Processamento da Amostra

Apos a coleta, o material vegetal fresco (toda a planta, incluindo folhas, caules e
raizes) foi lavado com agua e alcool etilico a 70% e, em seguida, seco a temperatura
ambiente, durante 2 dias. A P. pellucida foi colocada em uma estufa de ar circulante,
durante sete dias, a uma temperatura entre 42 e 45°C. Apo0s a retirada do material
vegetal da estufa, este foi triturado em moinho de facas e tamis de 30 mesh, obtendo-se

po seco.

Obtencéo da tintura de P. pellucida

O método escolhido para a obtencdo da tintura de P. pellucida foi a maceracao.
Foi preparada uma tintura na proporcdo 1:10 (material vegetal/alcool a 70%). Em um
reator de aco inoxidavel, a droga vegetal ficou em contato com o solvente por 7 dias.
(Santos, 2000).
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Determinacéo da porcentagem de residuo seco total

Exatamente 1 mL de cada tintura foi pipetado e transferido para capsulas de
porcelana previamente taradas. As capsulas foram colocadas em banho-maria até secura
e, em seguida, levadas a estufa a 110°C, até obter peso constante. Apds resfriarem em
dessecador, as capsulas foram pesadas, sendo a porcentagem de residuo seco calculada
(Maciel et al., 2006).

Obtencéo do extrato seco por spray dryer

A tintura foi seca utilizando um equipamento LabPlan® Spray dryer SD-05.

Foi realizado um planejamento fatorial 2°, avaliando diferentes temperaturas de
atomizacdo (140, 160 e 180°C), percentuais de aerosil® (10 e 30%) e fluxos de ar médio
(350 e 600 mL/h).

Foram observados 0s pesos obtidos por experimento, utilizando 300 mL de tintura

em cada experimento.

Analise Térmica

Os extratos secos obtidos por spray dryer foram analisados através de
Termogravimetria (TG) e Analise Térmica Diferencial (DTA). As amostras analisadas
foram obtidas com 0 mesmo percentual de aerosil (30%) e 0 mesmo fluxo de ar (350
mL/h), apenas se diferenciando na temperatura de atomizacéo (140, 160 e 180°C).

As curvas TG/DTA foram realizadas utilizando uma termobalanca modelo TGA
60 Shimadzu®, na faixa de temperatura entre 27 e 600°C, sob atmosfera dinamica de ar
(50 mL/min), razéo de aquecimento 10°C/min e cadinho de platina contendo massa de
amostra de 5 mg. A calibracdo do instrumento foi verificada antes dos ensaios
empregando-se um padrdo de oxalato de célcio monoidratado, conforme norma ASTM
E1582-93 (The American Society for Testing and Materials, 1993) (Aradjo et al., 2006;
Storpirts et al., 2009).

Area superficial especifica

Foram analisadas as amostras dos extratos secos com a temperatura de atomizacao
de 160°C e 30% de aerosil®, diferenciando no fluxo de ar, uma amostra foi obtida com
350 mL/h e a outra com 600 mL/h.
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A medida de area superficial especifica foi obtida por adsor¢do fisica de
nitrogénio sobre o material, pelo método Brunauer-Emmett-Teller (BET).

Para a realizacdo deste ensaio, foi utilizado um analisador de &rea superficial
ASAP 2440 micromeritics®, munido de software para determinar a area superficial
(Sger). Foram pesados aproximadamente 200 mg das amostras as quais foram
degaseificadas por 72h a 110°C para remover qualquer material adsorvido na superficie

do material.

Tamanho de particula

Foram analisadas as amostras dos extratos secos com a temperatura de atomizacao
de 160°C e 30% de aerosil®, diferenciando no fluxo de ar; uma amostra foi obtida com
350 mL/h e a outra com 600 mL/h. Foi utilizado um analisador de tamanho de particula
Microtac® $3500.

As amostras foram dispersas em alcool isopropilico na razdo de 10 mg/20 mL.
Esta dispersdo foi agitada no banho ultrassénico Unique® mod. USC-1400% com
poténcia ultrassdnica 135 Watts, durante 3 minutos antes de ser analisada. Cada analise

foi realizada em quintuplicata.

Analise do marcador por cromatografia liquida de alta eficiéncia
Preparacdo das amostras

As amostras dos extratos secos de P. pellucida, obtidas nas temperaturas de
atomizacdo 140, 160 e 180°C, foram analisadas atraves de cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

As analises foram realizadas em quintuplicata, pesando-se 20 mg de cada amostra. A
massa foi transferida para um tubo de ensaio, adicionados 3 mL de acetona e, em
seguida, foi sonicada durante 10 min., utilizando um banho ultrassénico Branson® mod.
2510. Posteriormente, a solucdo obtida foi transferida para frascos de vidro, com o
auxilio de pipeta Pasteur e um pedaco de algoddo utilizado como filtro. Esta solucgéo foi
denominada como primeiro volume da extracdo. A massa retida no tubo de ensaio,
foram adicionados mais 3 mL de acetona e transferida ao banho ultrassénico para
sonicacdo durante 10 min.. ApOs o término da sonicacdo, a solucdo foi pipetada,

filtrada, e adicionada ao primeiro volume da extracdo. Homogeneizou-se. A solugdo
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obtida foi filtrada, utilizando um filtro de seringa de nylon de 13 mm e 0,45 um e, em
seguida, foi transferida para uma capela a fim de que todo o solvente fosse evaporado.
Apls a secagem, a massa proveniente da extracdo foi tratada por extracdo em fase
solida (SPE), para reter os interferentes, principalmente clorofila. Solubilizou-se a
massa em 900 uL de acetonitrila, com o auxilio do banho ultrassénico por 1 min. Foram
adicionados 100 uL de &gua ultra-pura e a solugdo foi sonicada por mais 1 min. Em
seguida, a solucéo foi transferida para um cartucho SPE Strata Phenomenex® C18E 100
mg/mL, previamente condicionado com 1 mL de acetonitrila e 1 mL de &gua ultra-pura.
A solucdo coletada nesta extragdo (V1) foi desprezada, ficando o analito retido no
cartucho. A este cartucho, passaram-se mais 2,0 mL da solucdo acetonitrila:agua (9:1), e
a solucdo coletada (\VV2) foi separada em um frasco de vidro e transferida para a capela
para evaporar o solvente. A massa residual foi ressuspendida em 200 pL de acetonitrila
e analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando um metodo isocréatico

com 54% de acetonitrila.

Preparacao da curva de calibracéo

Foi preparada uma curva de calibracdo, nas concentrac6es de 2, 10, 20, 40 e 100
ppm, utilizando como solvente a acetonitrila ¢ como marcador 3’,4°,7-tri-O-
metoxiflavona, que foi isolado e identificado por técnicas de Ressonancia Magnética
Nuclear (Silva, 2010).

Equipamento e Parametros Cromatograficos

Foi utilizado um cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu®, composto por
duas bombas, modelo LC-10AD, detector com unico sinal de absorvancia na regido do
ultravioleta, operando com comprimento de onda em 270 e 400 nm modelo SPD-10AV,
degaseificador de membrana, modelo DGU-14A, injetor de amostras Rheodyne 7752i,

® modelo

com al¢a de amostragem de 20 pL, interface de comunicagdo Shimadzu
CBM-10A acoplado a microcomputador Pentium Il com software de integracdo Class
LC-10A

Os parametros cromatogréficos utilizados foram coluna Gemini Phenomenex®

C18 (250 x 4,6mm, 5 pm, 110A), pré-coluna Phenomenex® C18 (4,0 x 3,0 mm, 5 pm),
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fase movel acetonitrila:agua (54:46), fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo 20uL e

comprimento de onda 342nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacdo da porcentagem de residuo seco total

Foram obtidos 1,72% de residuo seco total.

Os valores aceitaveis para a porcentagem de residuo total seco para a tintura de P.

pellucida ainda ndo foram estabelecidos em nenhuma monografia.

Obtencéo do extrato seco por spray dryer

Os resultados dos pesos obtidos por experimento com o planejamento fatorial

estdo apresentados na tabela 01. O didxido de silicio coloidal aumentou o rendimento

do produto de acordo com sua concentracdo (Wendel & Celik, 1998).

Tabela 01: Rendimentos obtidos com os extratos secos por spray drying da Peperomia
pellucida L. (H.B.K.)

PLANEJAMENTO FATORIAL

Temperatura Fluxo de ar
(°C) Concentracdo de aerosil® (%) (mL/h) Peso obtido por experimento (g)
160 10 350 1,00
180 10 350 0,80
160 30 350 2,00
180 30 350 2,00
160 10 600 0,34
180 10 600 0,08
160 30 600 1,19
180 30 600 1,08
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Estudos relatam que a utilizagdo de elevadas temperaturas proporcionam um
reduzido tempo de exposicdo do material no processo de secagem (Wendel & Celik,
1998).

As condicdes experimentais utilizando a temperatura de 140°C apresentaram um
baixo rendimento devido a uma maior retencdo na camara principal de secagem. Além
disso, embora a temperatura de 140°C do ponto de vista da estabilidade dos
componentes seja a mais recomendada em relagdo a qualquer processo de secagem que
envolva calor, o comportamento térmico do extrato seco nesta temperatura, conforme
descrito a seguir, ndo apresentou diferencas significativas, quando comparados com 0s
dados de TG/DTA, em relacdo as temperaturas de 160 e 180°C.

Temperaturas inferiores de processo produzem granulos com grande éarea
superficial especifica, aumentando a propriedade de aglutinagio no comprimido,
enquanto que o material obtido em temperaturas mais elevadas apresenta maior
compressibilidade (Wendel & Celik, 1998).

Como o0s parametros 160°C/30% de aerosil®/350 mL/h e 180°C/30% de
aerosil®/350 mL/h apresentaram os melhores rendimentos, resolveu-se trabalhar com a
temperatura intermediaria 160°C, visto que altas temperaturas produzem particulas com
velocidade de dissolugdo menor. Foi escolhido o fluxo de 350 mL/h, ao inves de 600
mL/h, porque altas velocidades de aplicacdo podem produzir particulas mal formadas
devido a uma atomizacao ineficiente (Wendel & Celik, 1998).

Na secagem de 4,5 L da tintura, utilizando a temperatura 160°C, 30% de aerosil® e

um fluxo de ar de 350 mL/h, foram obtidos 21,009 de p0 seco.

Analise térmica

As curvas TG para as amostras obtidas nas temperaturas de 140, 160 e 180°C
apresentaram percentual de perda de massa, referente a agua, entre 3,17 e 3,67, ndo
havendo diferencas significativas.

As curvas DTA apresentaram um evento com temperatura inicial 242,91°C e
final 473,52°C, com excecdo do extrato seco obtido a 180°C que apresentou sua
temperatura final em 514,77°C. De acordo com o intervalo referente a decomposicédo
das amostras nas curvas DTA, realizou-se através da analise das curvas TG o percentual
de perda de massa desse evento, onde observou-se valores de 23,94; 24,04 e 22,96 para
as amostras de 140, 160 e 180°C.
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As curvas TG mostram trés etapas de perda de massa: a primeira etapa
corresponde a perda de &gua; a segunda etapa corresponde & primeira etapa de
decomposicdo térmica e a terceira etapa corresponde a segunda etapa de decomposi¢do
térmica. De acordo com as derivadas das curvas TG, ndo foram evidenciadas etapas
referentes a degradagéo.

As curvas DTA evidenciaram a perda de agua até 100°C com pico caracteristico,
colaborando com os resultados obtidos nas curvas TG e evento exotérmico referente a
decomposicdo do material. Baseando-se nos resultados obtidos, as amostras
apresentaram comportamentos térmicos semelhantes referentes ao percentual de agua e
decomposicdo, ficando evidente a integridade dos produtos nas trés condicOes

analisadas, conforme apresentado na Figura 1.

TGA Curva TG do Extrato Nebulizado da Peperomia pellucida (L.) HB.K. DTA

mi

800- Extrato Nebulizado 140C_DTA

—— Extrato Nebulizado 140C_TGA

— Extrato Nebulizado 160C _DTA

— Extrato Nebulizado 160C_TGA 1
Extrato Nebulizado 180C_DTA -

600l Extrato Nebulizado 180C_TGA

4.00-

000 100,00 200,00 300.00 300.00 500,00 500,00
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Figura 1. Curva TG/DTA do extrato seco por spray dryer de Peperomia pellucida L.
(H.B.K.) obtida na razdo de aquecimento de 10°C.min™, utilizando fluxo de nitrogénio

de 50 mL.min™, utilizando as temperaturas de atomizacao 140, 160 e 180°C.

Area superficial especifica

Em uma mistura de particulas de varios tamanhos, ou seja, huma amostra
polidispersa, duas propriedades sdo importantes: a textura e a area superficial das
particulas individuais, e a varia¢do do tamanho, nimero ou peso das particulas presentes
(Lima, 2000).

A area superficial das particulas pode estar relacionada as propriedades fisico-
quimicas e farmacologicas de um farmaco. Clinicamente, a area da particula do farmaco
pode interferir em sua liberacdo da forma farmacéutica. Na producdo de comprimidos e

capsulas, por exemplo, o controle da area das particulas é essencial na obtencdo de
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propriedades de fluxo necessarias ao processo e de misturas homogéneas de granulos e
pos (Lima, 2000).

O método BET baseia-se na determinacdo do volume de N, adsorvido a diversas
pressOes relativas, na temperatura do nitrogénio liquido (77K).

Os resultados para a determinacdo da area superficial especifica para as amostras
dos extratos secos com a temperatura de atomizacdo de 160°C e 30% de aerosil®, com
350 mL/h e com 600 mL/h, foram 41,3311 m?/g e 16,5824 m?/g.

Em virtude da maior area superficial melhorar a solubilidade do extrato seco, a
amostra obtida com a temperatura de atomizacdo de 160°C e 30% de aerosil® e um
fluxo de 350 mL/h apresenta uma melhor biodisponibilidade do que a amostra obtida
com 600 mL/h.

Tamanho de particula

A técnica utilizada se baseia em a luz ao interagir com a matéria particulada pode ser
espalhada (mudanga de direcdo) sem sofrer alteracdo de sua energia (espalhamento
Rayleigh). Este espalhamento € funcdo do tamanho da particula. Portanto, a distribuicdo
do tamanho de particulas pode ser determinada pela analise do espalhamento de luz
produzido. O equipamento Microtrac® S3500 emprega um sistema de trés lasers
operando em conjunto com um arranjo de fotodeteccdo que varre angulos de
espalhamento unificado da luz (UST — Unified Scatter Technique).

Foram analisadas as amostras dos extratos secos com a temperatura de atomizacéo de
160°C e 30% de aerosil®, diferenciando no fluxo de ar; uma amostra foi obtida com 350
mL/h e a outra com 600 mL/h. As demais amostras obtidas atraveés do planejamento
fatorial, utilizando a temperatura de atomizacdo 160°C, ndo foram analisadas por nédo
apresentarem uma boa dispersdo em diversos solventes testados.

Os dados das analises de distribuicdo de tamanho de particulas mostraram que a
amostra obtida com 350 mL/h e com 600 mL/h apresentaram didmetros médios das
particulas em torno de 20,22 e 23,31, respectivamente. A figura 2 apresenta um grafico

tipico para a distribuicdo de tamanho para as amostras analisadas.
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Figura 2. Distribuicdo do tamanho de particulas para as amostras dos extratos secos de
Peperomia pellucida L. (H.B.K.) obtidos por spray dryer com a temperatura de
atomizacéo de 160°C e 30% de aerosil®.

Em virtude do menor tamanho de particula melhorar a solubilidade do extrato
seco, a amostra obtida com a temperatura de atomizagdo de 160°C e 30% de aerosil® um
fluxo de 350 mL/h apresenta uma melhor biodisponibilidade do que a amostra obtida
com 600 mL/h.

Analise do marcador por cromatografia liquida de alta eficiéncia

As amostras dos extratos secos de P. pellucida, obtidas nas temperaturas de
atomizagdo 140, 160 ¢ 180°C apresentaram 0,87; 1,05 ¢ 0,93mg de 3°,4’,7-tri-O-
metoxiflavona em cada 100 g da amostra, respectivamente. Ndo houve diferencas
significativas entre os valores obtidos com o teor do marcador nas diferentes
temperaturas analisadas, embora na temperatura de 160°C, o flavonoide tenha se
apresentado um pouco mais estavel.

Os cromatogramas da curva de calibracdo de P. pellucida, na concentracdo de 40
ppm, e de uma das amostras do extrato seco obtida na temperatura de atomizacdo 160°C

estdo apresentados nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3. Cromatograma da curva de calibracdo de Peperomia pellucida L. (H.B.K.) na
concentragdo de 40 ppm. A 3°,4°,7-tri-O-metoxiflavona apresentou um tempo de

retencdo em 15,29 min.
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Figura 4. Cromatograma da amostra de extrato seco de Peperomia pellucida L.
(H.B.K.) na temperatura de atomizagdo 160°C. A 3°.4’,7-tri-O-metoxiflavona

apresentou um tempo de retengdo em 15,29 min.
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4. CONCLUSAO

N&o houve diferencas significativas na analise térmica das amostras analisadas dos
extratos secos por aspersdo nas temperaturas de atomizagdo 140, 160 e 180°C.

Os valores de &rea superficial especifica variaram inversamente com o tamanho
médio de particula das amostras analisadas. A medida que a area superficial especifica
aumentou, o valor do tamanho médio de particula diminuiu (Nery et al., 2008).

Na analise do teor do marcador por cromatografia liquida de alta eficiéncia, nao
houve diferencas significativas entre as amostras dos extratos secos obtidas com as
temperaturas de atomizacdo 140, 160 e 180°C. Contudo, o flavondide se apresentou
mais estavel quando utilizada a temperatura de atomizagédo 160°C.

Os resultados obtidos contribuiram para a selecdo dos parametros 160°C de
temperatura de atomizacdo, 30% do adjuvante de secagem aerosil® e 350 mL/h de fluxo
0s quais poderdo ser utilizados na obtencdo de extrato seco por spray dryer no

desenvolvimento de formas farmacéuticas sélidas.
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Capitulo XI

13. DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

13.1 Desenvolvimento Tecnoldgico para a Forma Farmacéutica Capsula a

base de Peperomia pellucida L. (H.B.K.)

Artigo a ser submetido a Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas
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13.1. Desenvolvimento Tecnoldgico para a Forma Farmacéutica Capsula a base de
Peperomia pellucida L. (H.B.K.)

Silva, R.M.F.%: Gomes, T.C.B.L.%; Silva, K.E.R.%; Peixoto, M.S.*: Rolim, L.A.%; Costa,
S. P.M.%; Falcdo, E.H.L.%; Campos, A.F%; Rolim Neto, P.J."
'Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco;
Departamento de Quimica Fundamental, Universidade Federal de Pernambuco;

$Laboratério de Microscopia, Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento da forma farmacéutica capsula a base
de extrato seco de P. pellucida para o tratamento antimicrobiano e avaliacdo dos lotes
de bancada produzidos, utilizando as determinagdes do angulo de repouso e tempo de
escoamento, microscopia eletrénica de varredura, porosidade e controle de qualidade
fisico-quimico. Foram manipulados quatro lotes de bancada (I a V), atraves de uma
planificacdo qualitativa de diluentes, utilizando como matérias primas flowlac®, starch®
1500, celulose microcristalina 250 e cellactose® 80, respectivamente. Baseando-se nos
valores obtidos, a formula LB I, contendo flowlac®, foi selecionada entre as 4 propostas.
Os resultados de controle de qualidade fisico-quimicos demonstraram que a formulacao
selecionada atende aos parametros pre-estabelecidos, mostrando-se economicamente
viavel. Contudo, as metodologias para determinacdo do teor e dissolucdo deverdo ser
otimizadas e validadas.

Palavras-chave: Peperomia pellucida, capsulas, microscopia eletrdnica de varredura,

porosidade, controle de qualidade fisico-quimico.

1. INTRODUCAO

Peperomia pellucida L. (H.B.K.), planta conhecida na Amazénia, como erva-de-
jabuti e, em Pernambuco, como lingua-de-sapo, é uma planta utilizada na medicina
tradicional indicada como antihipertensiva, antimicrobiana, analgésica, anti-inflamatéria
e anti-pirética (Hermes et al., 1981; Singh et al., 1983; Bojo et al., 1994; Aziba et al.,
2001; Khan & Omoloso, 2002; Arrigoni-Blank et al., 2004; Khan et al., 2008).
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.0 extrato etandlico de P. pellucida possui atividade antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus e Pseudomas aeruginosa, apresentando uma concentragdo
inibitéria minima de 62,5 pg/mL.

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento da forma farmacéutica capsula a
base de extrato seco de P. pellucida para o tratamento antimicrobiano, e avaliacdo dos
lotes de bancada produzidos, utilizando as determinag¢des do angulo de repouso e tempo
de escoamento, microscopia eletronica de varredura, porosidade e controle de qualidade

fisico-quimico.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

Para o desenvolvimento farmacotécnico, foi realizada uma planificacdo qualitativa
de diluentes (Alves, 2002; Silva et al., 2007), utilizando como matérias primas o extrato
etandlico seco por aspersdo de P. pellucida; flowlac® 100 (Meggle®), starch® 1500
(Colorcon®); celulose microcristalina 250 (Blanver Farmoquimica Ltda®) e cellactose
80 (Meggle®), e utilizados como lubrificantes o estearato de magnésio (Ind. Quimica
Anastacio S/A®) e talco (Ind. Quimica Anastacio S/A®). Os equipamentos de produgio
utilizados foram: balanca semi-analitica Denver Instrument®, misturador tubular e

encapsuladeira manual (Multilabor®).

2.2. Obtencao do extrato seco por aspersao

2.2.1. Matéria Prima Vegetal

O material vegetal P. pellucida foi coletado no municipio de Cabo de Santo
Agostinho, Pernambuco. A amostra foi identificada pela Dr? Rita de Cassia Pereira, do

Instituto Agrondmico de Pernambuco — PE, e foi registrada com o n° 84031.

2.2.2. Processamento da Amostra

Apos a coleta, o material vegetal fresco (toda a planta, incluindo folhas, caules e
raizes) foi lavado com agua e alcool etilico a 70% e, em seguida, seco a temperatura
ambiente, durante 2 dias. P. pellucida foi colocada em uma estufa de ar circulante,
durante sete dias, a uma temperatura entre 42 e 45°C. Apo0s a retirada do material
vegetal da estufa, este foi triturado em moinho de facas e tamis de 30 mesh, obtendo-se

po seco.
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2.2.3. Obtencéo da tintura de P. pellucida

O método escolhido para a obtencdo da tintura de P. pellucida foi a maceragédo
(Santos, 2000). Foi preparada uma tintura na proporcao 1:10 (material vegetal/alcool a
70%).

2.2.4. Obtencao do extrato seco

A tintura foi seca utilizando um equipamento LabPlan® Spray dryer SD-05, com
uma temperatura de atomizacdo 160°C. Foi necesséria a adicdo de 30% de didxido de
silicio coloidal (aerosil®) como adjuvante de secagem.

2.3. Método de preparo das formulacGes

Foram manipulados quatro Lotes de Bancada (LB) de 60 capsulas e massa de 10
g, com peso médio de contetdo de 150 mg, apresentados na Tabela 1.

O processo foi realizado com duas etapas de mistura, utilizando um misturador
tubular. Na primeira etapa, foram homogeneizados o extrato seco de P. pellucida e o
diluente, durante cinco minutos. Em seguida, foram adicionados e homogeneizados por
dois minutos o estearato de magnésio e o talco. O produto foi encapsulado em involucro
“2” branco e verde (Capsugel®) e acondicionado em recipiente de polietileno

hermeticamente fechado (Nigro & Carazzatto, 1999).
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Tabela 1. Porcentagem de extrato etandlico seco de Peperomia pellucida L. (H.B.K) e
dos excipientes utilizados na formulagéo de capsulas relativas aos Lotes de Bancada (I a
V)

Componentes LB1(%) LB Il (%) L(BO/:)“ LB IV (%)
Extrato etandlico seco de P. pellucida 66,67 66,67 66,67 66,67
Aerosil® 20,00 20,00 20,00 20,00
Flowlac® 100 12,33 - - -
Starch® 1500 - 12,33 - -
Celulose microcristalina 250 - - 12,33 -
Cellactose 80° - - - 12,33
Estearato de Magnésio 0,70 0,70 0,70 0,70
Talco 0,30 0,30 0,30 0,30

LB: Lote de Bancada

2.4. Determinacdo do angulo de repouso e tempo de escoamento

Os produtos intermediarios dos LB | a IV manipulados foram langados sobre um
funil normatizado, deixando-os cair sobre uma folha de papel milimetrado. Com o
auxilio de uma régua, mediu-se a altura (h) do triangulo formado e o raio (r) do mesmo.
O angulo formado € a relacao existente entre a altura e o raio do triangulo.

O tempo necessario para que ocorra esse escoamento foi verificado com o auxilio

de um crondmetro (Prista et al., 1997; Nigro & Carazzatto, 1999).

2.5. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

Os produtos intermediarios dos LB | a IV também foram analisados através de
MEV. Utilizou-se um instrumento Superscan SS-550 Shimadzu®. A voltagem de
aceleracdo foi de 10 kV, a distancia de trabalho foi de 10 a 15 mm, e o spot size foi de 3
ou 4. As amostras foram depositadas sobre fitas de carbono em stubs de aluminio e

foram metalizadas com uma camada de ouro de ~20 nm.
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2.6. Determinacdo da Area superficial e Porosidade

Foram pesados 200 mg de cada uma das amostras dos produtos intermediarios dos
LB | a IV os quais foram previamente tratadas a 100°C por 5 h, em estufa, para
otimizagdo do processo de adsorgdo. Posteriormente, as amostras foram degaseificadas
por 48 h a 110°C para remover qualquer material adsorvido no interior dos poros e na
superficie do material. Este processo foi realizado no proprio equipamento que possui
doze estagdes de tratamento.

As analises foram realizadas obtendo-se as isotermas de adsorcdo e dessorcéo, e
aplicando-se os modelos apropriados para o0 ajuste dos pontos experimentais. A
isoterma de adsorcao/desorc¢do foi obtida pela adsorcéo fisica progressiva de nitrogénio
a 77 K sobre o material, e subsequente desor¢do. A aplicacdo do modelo de Brunauer-
Emmett-Teller (BET) sobre a porcdo apropriada da curva forneceu o valor da area
superficial (Sger). Para a determinacdo da porosidade (tamanho de poro e volume total
de poros), foi utilizado o método de Barret-Joyner-Halenda (BJH).

Para a realizacdo destes ensaios, foi utilizado um Analisador de Area Superficial e
Tamanho de Poros ASAP 2440 micromeritics®, munido de software préprio para

determinar a area superficial e porosidade.

2.7. Controle de qualidade fisico-quimico

O controle de qualidade fisico-quimico (Guedes, 1987) dos Lotes de Bancada
foram realizados utilizando os seguintes equipamentos: balanca analitica (Mettler®);
desintegrador (Nova Etica®), aparelho para determinacdo de umidade (Sartorius
Moisture Analyzer®), cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia (Shimadzu®) e aparelho
de dissolugo (Varian®).

As metodologias analiticas para peso médio, desintegracdo, e umidade seguiram a
Farmacopéia Brasileira 1V ed., e a da uniformidade de peso seguiu a United States
Pharmacopoeia 33. As metodologias para a andlise do marcador por cromatografia

liquida de alta eficiéncia, e para a dissolucdo estdo descritas abaixo.

Andlise do marcador por cromatografia liquida de alta eficiéncia
Preparagdo das amostras
As amostras dos LB | a IV foram analisadas através de cromatografia liquida de

alta eficiéncia.
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As analises foram realizadas em triplicata, pesando-se 100 mg de cada amostra. A
massa foi transferida para um tubo de ensaio, adicionados 3 mL de acetona e, em
seguida, foi sonicada durante 10 min., utilizando um banho ultrassénico Branson® mod.
2510. Posteriormente, a solucdo obtida foi transferida para frascos de vidro, com o
auxilio de pipeta Pasteur e um pedago de algod&o utilizado como filtro. Esta solugéo foi
denominada como primeiro volume da extragdo. A massa retida no tubo de ensaio,
foram adicionados mais 3 mL de acetona e transferida ao banho ultrassénico para
sonicagdo durante 10 min. Apds o término da sonicacdo, a solucédo foi pipetada, filtrada,
e adicionada ao primeiro volume da extragdo. Homogeneizou-se. A solugéo obtida foi
filtrada, utilizando um filtro de seringa de nylon de 13 mm e 0,45 um e, em seguida, foi
transferida para uma capela a fim de que todo o solvente fosse evaporado. Apos a
secagem, a massa proveniente da extracdo foi tratada por extracdo em fase sélida (SPE),
para reter os interferentes, principalmente clorofila. Solubilizou-se a massa em 900 uL
de acetonitrila, com o auxilio do banho ultrassénico por 1 min. Foram adicionados 100
uL de agua ultra-pura e a solugéo foi sonicada por mais 1 min. Em seguida, a solucao
foi transferida para um cartucho SPE Strata Phenomenex® C18-E 100 mg/mL,
previamente condicionado com 1 mL de acetonitrila e 1 mL de agua ultra-pura. A
solucdo coletada nesta extracdo (V1) foi desprezada, ficando o analito retido no
cartucho. A este cartucho, passaram-se mais 2,0 mL da solucéo acetonitrila:agua (9:1), e
a solucdo coletada (\VV2) foi separada em um frasco de vidro e transferida para a capela
para evaporar o solvente. A massa residual foi ressuspendida em 200 pL de acetonitrila
e analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando um método isocratico
com 54% de acetonitrila.

Preparacao da curva de calibracéo

Foi preparada uma curva de calibracdo, nas concentracGes de 2, 10, 20, 40 e 100
ppm, utilizando como solvente a acetonitrila € como marcador 3°,4°,7-tri-O-
metoxiflavona, que foi isolado e identificado por técnicas de Ressonancia Magnética
Nuclear (Silva, 2010).

Parametros Cromatograficos

Os pardmetros cromatograficos utilizados foram coluna Gemini Phenomenex®
C18 (250 x 4,6mm, 5 pm, 110A), pré-coluna Phenomenex® C18 (4,0 x 3,0 mm, 5 pm),
fase mdvel acetonitrila:agua (54:46), fluxo de 1 mL/min., volume de injecdo 20 pL e

comprimento de onda 342nm.
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Dissolugdo

Os parametros utilizados para o teste de dissolucéo foram: meio de dissolucédo -
agua destilada contendo 0,5% de lauril sulfato de sodio, volume do meio — 900 mL,
rotacdo - 50 rpm, aparato - cesta e um intervalo de tempo igual a 45 min.

Os parametros cromatogréaficos foram os mesmos utilizados para a analise do
marcador descrita anteriormente.
Preparacao das amostras

Foram coletados 20 mL de cada amostra e a solugdo foi transferida para um
cartucho SPE Strata Phenomenex® C18-E 1000 mg/6 mL, previamente condicionado
com 5 mL de acetonitrila e 5 mL de agua ultra-pura. A solucdo coletada nesta extracdo
(V1) foi desprezada, ficando o analito retido no cartucho. A este cartucho, passaram-se
5 mL de acetonitrila, e a solucdo obtida foi filtrada, utilizando um filtro de seringa de
nylon de 13 mm e 0,45 pum, e analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
utilizando um meétodo isocratico com 54% de acetonitrila.

Foi preparada uma solugdo do marcador 3°,4’,7-tri-O-metoxiflavona, utilizando
como solvente acetonitrila, na concentracdo de 15 mg/mL, que foi utilizada como

padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, foram utilizados os diluentes flowlac® (lactose obtida por spray
dryer), starch® 1500 (amido pré-gelatinizado), celulose microcristalina 250, e
cellactose® 80 (mistura de 75% de a-lactose monohidratada com 25% de celulose).

Estes excipientes utilizados sdo considerados “excipientes modernos”. Sao
excipientes modificados que podem influenciar de forma significativa na morfologia,
tamanho de particula, area superficial especifica, porosidade e densidade da formulagéo
manipulada. Possuem elevada performance e transferem essa caracteristica para a
formulacéo final permitindo transposicao de escala industrial e aumento da solubilidade
de principios ativos. Permitem reducdo da quantidade de excipientes utilizados,

simplificando a forma farmacéutica final e o processo produtivo (RIOS, 2006).

3.1. Determinacao do angulo de repouso e tempo de escoamento

Os valores obtidos com a determinagdo do angulo de repouso para os LB I, II, 1lI

e IV foram 4,61°; 4,57° 4,97° e 3,99°, respectivamente. Quando o valor do angulo é
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menor ou igual a 30° o pd apresenta bom escoamento e, se o valor deste angulo for
superior a 40° a forma farmacéutica apresentard um fluxo ruim (Prista et al., 1997;
Nigro & Carazzatto, 1999).

Com relacdo ao tempo de escoamento, 0s quatro lotes manipulados apresentaram
um tempo de escoamento de apenas 1 segundo. PGs com tempo de escoamento inferior
ou igual a 10 s apresentam um bom fluxo na encapsuladeira (Prista et al., 1997; Nigro
& Carazzatto, 1999).

Todos os LB apresentaram um bom escoamento, sendo confirmado na pratica
durante a manipulagdo dos mesmos. Portanto, utilizou-se um adequado percentual de
lubrificantes (estearato de Mg e talco) nas formulagoes.

Os lubrificantes tém como finalidade facilitar o escoamento dos po6s pelo
equipamento, favorecendo o enchimento das capsulas e diminuindo a aderéncia (Niro &
Carazzatto, 1999).

Porém, foi observado que os LB Il e Il apresentaram um pouco de dificuldade

durante o encapsulamento devido a uma menor densidade dos pos.

3.2.  Microscopia eletronica de varredura

O LB | apresentou particulas esféricas, com tamanhos entre 10 e 100 pm,
superficie irregular, possivelmente devido a alguma porosidade, e alguns aglomerados

quebrados.

3 f ; o
Ay P { S WD Det F————31 10dm
10.0kv 40 x 500 g 12° SE

Figura 1. Fotomicrografia do Lote de bancada I. As barras de escala nas figuras
equivalem a 20 pum, com aumento de 500x (a esquerda) e 10 um, com aumento de
1500x (a direita).

O LB Il apresentou blocos e uma grande distribuicdo de particulas com formatos
irregulares, com tamanhos entre 10 e 100 pum.
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100kVy 4.0 %500 12 SE 10.0kve 140 x500 12 SE

Figura 2. Fotomicrografia do Lote de bancada Il. As barras de escala nas figuras
equivalem a 20 um, com aumento de 500x (a esquerda e a direita).

O LB IlI apresentou particulas grandes, irregulares, materiais mais alongados e
blocos grandes.

Mag Mag ‘WD Det FH——— 10um
00KV 40 x500 2+ SE g et 40 w1500 12 SE

Figura 3. Fotomicrografia do Lote de bancada Ill. As barras de escala nas figuras
equivalem a 20 pum, com aumento de 500x (a esquerda) e 10 um, com aumento de
1500x (a direita).

O LB 1V apresentou uma distribuicdo de particulas de formatos regulares e alguns
aglomerados.

s oAl
AccVPicbelIINEG WD Det i 10um
10.0kv A0 %1500 12 SE
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Figura 4. Fotomicrografia do Lote de bancada IV. As barras de escala nas figuras
equivalem a 20 um, com aumento de 500x (a esquerda) e 10 um, com aumento de
1500x (a direita).

3.3. Determinacéo da Area superficial e Porosidade

O pré-tratamento térmico empregado nas amostras teve por objetivo retirar
umidade ou tracos residuais de vapor ou qualquer outro solvente que pudessem ocupar
algum espaco (Nery et al., 2008).

Os resultados da area superficial e porosidade estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados de area superficial e porosidade das amostras dos Lotes de
Bancadas | a IV

Area superficial Volume de Poro Tamanho de
Amostra
(BET) Poro
LB I 18,9945 m2/g 0,125092 cmd/g 263,4270 A
LB Il 22,0951 m/g 0,118531 cmd/g 214,5834 A
LB I 30,8535 m?/g 0,161473 cm3/g 209,3420 A
LB IV 32,2697 m?/g 0,151046 cm3/g 187,2298 A

LB: Lote de Bancada

Todas os produtos seguiram a isoterma de BET apresentando linearidade segundo
0 modelo proposto por Brunauer-Emmet -Teller (1938) para célculo da area superficial.

A faixa de aplicacdo da isoterma de BET é valida para a determinagdo de
microporos (< 20 A) e mesoporos (entre 20 A e 500 A) (Nery et al., 2008).

Os resultados obtidos afirmam que os produtos analisados possuem mesoporos.

Considerando o parametro molhabilidade das particulas, em virtude do maior
tamanho de poros, a formulacdo do LB | possibilita uma melhor dissolucéo das capsulas
obtidas.

3.4. Controle de Qualidade Fisico-quimico

Os resultados para o controle de qualidade fisico-quimico estdo apresentados na
Tabela 3.
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Tabela 3. Valores relativos aos ensaios fisico-quimicos efetuados nos lotes de
bancada (I a 1V)

Tes

tes EspecificacOes LB I LB Il LB I LB IV

Peso médio da capsula 0, 2100 g + 10% 0,2091 0,2048 0,2073 0,2076

Peso médio do contetido 0,1500 g + 10% 0,1484 0,1446 0,1471 0,1456
Desintegracéo N&o mais que 30 min 5 min 5 min 5 min 5 min
Umidade (%) N&o mais que 5,0% 2,94 2,00 1,00 2,97
Teor (%) 90,0 a 110,0% 91,32 90,33 91,26 90,22

Dissolucéo (%)

Uni
(%)

N&o menos que 80%

) 15,70 8,80 10,50 9,74
em 45 min

formidade de Peso 85 a 115% 89,97 89,10 91,08 88,00

Em se tratando de peso médio da capsula, peso médio do conteudo, desintegracao,
umidade, teor e uniformidade de peso, todos os LB manipulados atenderam as
especificagdes. Porém, a metodologia utilizada no teor precisard ser otimizada e
validada, a fim de melhorar a recuperacdo do marcador na extracdo sugerida pelo
método.

Com relacdo a dissolucéo, todos os LB apresentaram baixos valores, dentre eles, o
LB | apresentou o melhor resultado, conforme confirmado pela determinacdo da
porosidade. Contudo, essa metodologia também devera ser otimizada e validada.
Deverdo ser realizados testes aumentando a rotacdo para 75 e 100 rpm, a concentracdo
do tensoativo lauril sulfato de sddio para 1,00%, o tempo de coleta das amostras para 60
min., e diminuindo o volume do meio de dissolucdo para 500 mL. Também deve-se
considerar que o marcador analisado é apenas um marcador quimico. Deverdo ser
realizados os testes farmacoldgicos a fim de comprovar a eficécia in vitro e in vivo da
substancia analisada, confirmando a sua utilizacdo como padrdo para o teste de

dissolucéo.
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4. CONCLUSAO

Os estudos de pré-formulacdo conduziram a definicdo da forma farmacéutica
capsula.

Na determinacdo do angulo de repouso e tempo de escoamento, todos os LB
apresentaram um bom escoamento.

Na microscopia eletronica de varredura, os melhores resultados foram obtidos
comosLBlelV.

Na determinagé@o da porosidade, o LB | apresentou 0 maior valor de tamanho de
poros, possibilitando uma melhor molhabilidade da formulacéo.

A férmula LB I, contendo flowlac®, foi selecionada entre as 4 propostas. Os
resultados de controle de qualidade fisico-quimicos demonstraram que a formulagdo
selecionada atende aos parametros pre-estabelecidos, mostrando-se economicamente
viavel. Contudo, as metodologias para determinacéo do teor e dissolucdo deverdo ser
otimizadas e validadas.

Os resultados obtidos fornecerdo parametros para que empreendedores da
industria farmacéutica baseiem-se para a producdo e controle de qualidade de

intermediarios e do produto acabado a base de P. pellucida.
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14. CONCLUSAO

As caracteristicas anatbmicas e microquimicas foram fundamentais na

identificacdo e caracterizacdo da espécie.

Na espectrofotometria, determinou-se que os flavondides presentes no material
vegetal provavelmente ndo se tratam de quercetina ou rutina. Contudo, de acordo
com a cromatografia liquida de alta eficiéncia, foi evidente que a fragéo flavonoidica
de P. pellucida trata-se de uma mistura de flavondides os quais precisariam ser
isolados e identificados através de métodos espectrométricos, para caracterizar um

possivel marcador.

Diferentes resultados foram obtidos comparando-se as técnicas convencional e
analise térmica de determinacdo de perda por dessecacdo e cinzas totais analisados.
Estas diferengas podem estar relacionadas a quantidade e uniformidade da amostra
analisada e a sensibilidade da técnica empregada, exigindo uma interpretacédo

criteriosa dos valores gerados.

A avaliacdo da sazonalidade indicou que ndo ha influéncia dos valores de
precipitacdo das chuvas sobre o teor do marcador utilizado para a P. pellucida, a
3°,4°,7-tri-O-metoxiflavona, nas amostras coletadas nos meses margo, maio e agosto
de 2010. Na variacdo da concentracdo do solvente da maceracdo (50, 70 e 90%), o
marcador apresentou um maior valor de teor na concentracdo de 70% de alcool

etilico.

O extrato etandlico demonstrou atividade antibacteriana contra Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa, com uma concentracao inibitéria minima de 62,5

Hg/mL, e atividade cardiovascular na dose 75 mg/kg.

A micropropagacao de P. pellucida foi possivel utilizando-se gemas axilares

jovens.

O extrato seco obtido por spray dryer apresentou menor aderéncia ao
equipamento utilizado e particulas esféricas, possibilitando uma melhor fluidez
durante o desenvolvimento farmacotécnico-industrial de formas farmacéuticas

solidas.
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Os estudos de pré-formulagdo conduziram a definicdo da forma farmacéutica
capsula para o tratamento antimicrobiano. Os resultados de controle de qualidade
demonstraram que a formulacdo selecionada atende aos pardmetros pré-
estabelecidos, além de mostrar-se economicamente viavel. Entretanto, as
metodologias para a anaise do teor do marcador e para a dissolucdo precisam ser
otimizadas e validadas.

Os resultados obtidos contribuem para a determinacdo de especificagcbes de
uma futura monografia farmacopeica e fornecerdo parametros para que
empreendedores da industria farmacéutica baseiem-se para a producdo de insumos,
bem como para o controle de qualidade de intermediérios e do produto acabado a

base de P. pellucida.
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15. PERSPECTIVAS

e Realizar o estudo farmacolégico do marcador 3°,4’,7-tri-O-metoxiflavona, para
verificar se este possui atividade antimicrobiana contra Staphylococcus. aureus,
Pseudomonas aeruginosa e outras bactérias Gram negativas e Gram positivas

que poderao ser testadas;

e Otimizar e validar as metodologias para analise do teor do marcador e estudos de
dissolucéo;

e Realizar os estudos pré-clinicos e clinicos da formulacéo selecionada, o Lote de

Bancada I, contendo flowlac® como diluente.

e O extrato etanolico de Peperomia pellucida L. (H.B.K.) apresentou atividade
cardiovascular portanto, pretende-se desenvolver uma formulacdo com acgéo

anti-hipertensiva.

e Realizar estudo farmacologico do marcador 3’,4°,7-tri-O-metoxiflavona, para

verificar se este possui atividade cardiovascular in vitro e in vivo.
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RESUMO

Este artigo apresenta a analise térmica como uma ferramenta para os estudos das
propriedades fisicas e quimicas de fitoterapicos e fitocosmeticos. Os autores relatam
alguns trabalhos da literatura em que diferentes técnicas termoanaliticas sdo utilizadas
tanto no controle da matéria prima, quanto do produto acabado, possuindo potencial
emprego no desenvolvimento e na caracterizacdo de novos produtos e avaliagdo dos
processos de secagem. Diante dos estudos apresentandos, demonstra-se a importancia
das técnicas termoanaliticas na industria de fitoterapicos e fitocosméticos visto a grande

variedade de suas aplicaces.

Palavras-chave: andlise térmica, controle de qualidade, fitoterapicos, fitocosméticos.



1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais no Brasil vem se consolidando nos Gltimos tempos
em especial com a promulgacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (Brasil, 2006).

O novo avango dos medicamentos fitoterapicos caracteriza-se pela busca de
producdo em escala industrial, diferentemente das formas artesanais que caracterizaram
0s estagios iniciais de sua utilizacdo (Turolla; Nascimento, 2006).

Segundo a Associagdo Brasileira de Empresas do Setor Fitoterapico (ABIFISA),
o mercado mundial de fitoterapicos envolve hoje cerca de US$ 44 bilhGes, enquanto que
ndo existem dados oficiais sobre o tamanho desse mercado no Brasil. As estimativas
variam entre US$ 350 milhGes e US$ 550 milhdes. Os pesquisadores acreditam que o
pais, por ser dono da maior biodiversidade do planeta, deveria ter um papel de lideranca
na area (Mioto, 2010). A fitoterapia € uma forma de pratica em salde que vem
crescendo nos ultimos anos. A Resolugdo RDC n° 14/10 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 2010) define fitoterapico como todo
medicamento obtido exclusivamente utilizando-se matérias primas ativas de origem
vegetal. Dentre as vantagens dos fitoterapicos, Pedrosa et al. (2001) citam os efeitos
sinérgicos, menores riscos de efeitos colaterais e baixos custos de pesquisa. Nos ultimos
anos, portanto, observa-se um retorno ao uso de ervas e medicamentos delas derivados,
tanto nos paises em desenvolvimento, como nos desenvolvidos (Bello et al., 2002),
onde muitas pessoas continuam adeptas da medicina natural, seja devido ao baixo custo
ou por acharem nela o meio ideal para recuperar a satde e manter o equilibrio organico.
Porém é incorreto afirmar que drogas vegetais ndo fazem mal ao individuo, uma vez
que, dependendo do principio ativo e sua concentracao, o uso do mesmo pode ser letal
(Schulz; Hansel, Tyler, 2001).

Paralelamente, Fitocosmético pode ser definido como o cosmético que contém
ativo natural, de origem vegetal, seja um extrato, 6leo ou dleo essencial, cuja acao
define a atividade do produto (Isaac et al., 2008). No mercado brasileiro de
medicamentos e cosméticos, 25% dos produtos fabricados contém principios ativos
naturais, demonstrando a importancia desse produtos na economia brasileira e tambem
mundial (Silva Janior et al., 2006).

Diante do exposto, a busca de metodologias confiaveis e de rapida execucdo

para esses tipos de produtos é um desafio enfrentado pelos pesquisadores e surge como



uma necessidade das industrias farmacéuticas, pela necessidade de garantir a qualidade
requerida dos produtos desenvolvidos. Neste sentido, atualmente as novas metodologias
analiticas visam substituir os atuais métodos cléssicos utilizados no controle de
qualidade de produtos naturais, que consomem muito tempo e alto custo, além de
utilizarem grandes quantidades de solventes organicos e reagentes toxicos.

Adicionalmente, o0s métodos fitoquimicos classicos, utilizam grandes
quantidades de extratos vegetais, e tem a cromatografia em placa ou coluna em alumina
ou gel de silica como método para se obter os metabdlitos principais em quantidades
suficientes para identificacdo pelos métodos espectroscopicos (ultravioleta-UV,
espectrometria de massa-MS, ressonancia magnética nuclear-RMN). Porém estas
metodologias ndo sdo adequadas para o controle de qualidade de fitoterapicos, visto que
as industrias farmacéuticas exigem resultados imediatos. Por outro lado, analises através
da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa (CG) sdo
utilizadas com bastante eficiéncia, porém apresentam altos custos operacionais (Aragao
et al., 2002).

Visando contornar essas limitagOes, técnicas de analise térmica vém sendo
desenvolvidas para o controle de produtos naturais. A analise térmica é definida como
um grupo de técnicas por meio das quais uma propriedade fisica de uma substancia e/ou
de seus produtos de reacdo é medida em funcdo da temperatura e/ou tempo, enquanto
essa substancia é submetida a um programa controlado de temperatura e sob uma
atmosfera especifica (Silva; de Paola e Matos, 2007; Storpirtis et al., 2009; Klancnik;
Medved; Mrvar, 2010).

Entre as técnicas mais largamente empregadas podem ser citadas: a
termogravimetria (TG), a termogravimetria derivada (DTG) a analise térmica
diferencial (DTA) e a calorimetria exploratéria diferencial (DSC).

Na éarea de farmacos e medicamentos, as técnicas termoanaliticas sdo muito
adequadas para a caracterizacdo de farmacos solidos e excipientes; a determinacdo da
pureza de uma dada espécie por DSC a partir da avaliacdo da endotermia de fusdo; a
caracterizacdo de polimorfos em farmacos empregando a associacdo das técnicas de
TG/DTG e DSC; os estudos da estabilidade térmica de produtos farmacéuticos por
TG/DTG aplicando-se métodos cinéticos isotérmicos e/ou ndo isotérmicos (dinamicos);
0s estudos de pré-formulacdo visando a obtencdo de informacBes acerca das
caracteristicas fisicas ou interacdes quimicas entre 0 componente ativo e 0s excipientes;

a determinacdo da umidade, entre outros (Storpirtis et al., 2009).



2. TERMOGRAVIMETRIA (TG) / TERMOGRAVIMETRIA DERIVADA

(DTG)

A Termogravimetria (TG) fornece informagBes com relacdo as variagdes de
massa em funcdo do tempo e/ou temperatura sob determinadas condi¢Ges atmosféricas.
Os experimentos sdo executados por meio de uma termobalanca de elevada
sensibilidade, reprodutibilidade e resposta rapida as variagdes de massa. As curvas
obtidas fornecem informacdes relativas a composicéo e estabilidade térmica da amostra,
dos produtos intermedidrios e do residuo formado. Dada a natureza dindmica da
variacdo de temperatura da amostra para originar curvas TG, fatores instrumentais
[razdo de aquecimento, atmosfera (N2, ar ou outros), vazdo de gas, composicdo do
cadinho, geometria do porta-amostra e tamanho e forma do forno] e relacionados as
caracteristicas da amostra (quantidade, granulometria, forma cristalina, empacotamento,
condutividade térmica, solubilidade dos gases liberados da amostra e calor de reacdo
envolvido) podem influenciar a natureza, a precisdo e a exatiddo dos resultados
experimentais (Silva, de Paola e Matos, 2007; Storpirtis et al., 2009).

A Termogravimetria Derivada (DTG) é a derivada primeira da curva TG. Nesta,
os “degraus” correspondentes as variagoes de massa da curva TG s@o substituidos por
picos que determinam areas proporcionais as variacdes de massa, tornando as
informac0es, visualmente, mais acessiveis e com melhor resolucdo. Apesar da curva
DTG trazer as mesmas informacgdes que a TG, ela permite: a partir da altura do pico, a
qualquer temperatura, obter a razdo de Am (variacdo de massa) naquela temperatura;
obter as temperaturas correspondentes ao inicio e final da reacdo com maior exatidao, e
também, na maioria das vezes, calcular a Am no caso de sobreposi¢do de reagdes. No
entanto, em caso de reacbes de decomposicdo térmica que ocorrem lenta e
gradativamente, a curva DTG ndo mostrara um pico, mas se aproximara de um patamar
dificultando a avaliacdo dos eventos térmicos, uma vez que a derivada de uma constante
é nula (Silva, de Paola e Matos, 2007; Storpirtis et al., 2009). Alguns estudos vem
sendo realizados, utilizando essa técnica.

Aragdo et al. (2002) estudaram a aplicacdo da TG no controle de qualidade de
Cissampelos sympodialis, conhecida popularmente como milona. As amostras obtidas,
das folhas secas (FOL) e raizes (RA), foram moidas e tamisadas (mesh de 0,85 mm)
sendo submetidas a maceracdo com etanol:agua (70:30) até a exaustdo, obtendo-se 0s
extratos brutos das folhas (EBF) e raizes (EBR) e as tortas das folhas (TF) e raizes (TR).



Os extratos foram submetidos a marcha para extracdo de alcal6ides terciérios totais
obtendo-se as fracdes dos alcaldides totais das folhas (FAT-f) e das raizes (FAT-r). E
foram submetidas a cromatografia em coluna (adsorvente Al,QO3), eluida com hexano-
cloroférmio, cloroférmio e cloroférmio-metanol aumentando-se gradativamente a
polaridade da fase mével. Das fragbes (F 10-12) foi isolado metilwarifteina (MWAR) e
das fracOes (F 36-64) foi isolado arifteina (WAR). Foram obtidas curvas TG das FOL,
RA, EBF, EBR, TF, TR, FAT-f, FAT-r, F 10-12, MWAR, F 36-64 ¢ WAR numa
termobalanca Shimadzu®, modelo TGA-50H, com atmosfera de nitrogénio a 50 mL/min
e ar sintético a 20 mL/min, na razdo de aquecimento de 10°C/min, numa faixa de
temperatura de 25 — 900°C, as amostras foram empacotadas numa célula de alumina
com massa de 5,00 mg. A anélise comparativa das curvas TG das amostras obtidas das
folhas de milona revelou a seguinte ordem de estabilidade: WAR > MWAR > TF >
FOL > FAT-f > EBF. A analise comparativa das curvas TG das amostras das raizes de
milona sugere a seguinte ordem de estabilidade: WAR > F 34-64 > MWAR > RA > TR
> FAT-r > F 10-12. Estes dados evidenciam uma maior estabilidade das amostras
alcaloidicas.

Silva Junior et al. (2006) estudaram o procedimento de secagem do extrato
fluido de Symphytum officinale por nebulizacdo, mostrando que a utilizacdo de
hidroxietilcelulose como adjuvante de secagem, na concentracdo de 1,5%, propicia uma
melhor recuperacdo do produto seco durante seu processamento. Os perfis
termogravimétricos apresentaram-se semelhantes para o extrato fluido liofilizado e para
0 seco por nebulizacdo sugerindo que o procedimento de secagem ndo tenha interferido
na integridade de seus constituintes, entre eles a alantoina.

Alguns autores tém contribuido com trabalhos em que aplicam a analise térmica
em estudos de matérias-primas de uso cosmeético e a aplicacdo das varias técnicas
termoanaliticas no desenvolvimento, producéo e controle de produtos cosméticos (Silva,
de Paola e Matos, 2007). Dentre eles, Mothé et al. (2006) realizaram estudo
termogravimétrico (TG/DTG) de um creme anticelulite a base de Gingko biloba,
Centella asiatica e Fucus vesiculosus. Essa técnica mostrou-se como uma importante

ferramenta no estudo da estabilidade térmica e da composi¢do do produto.



3. ANALISE TERMICA DIFERENCIAL (DTA)

A Anélise Térmica Diferencial (DTA) é a técnica pela qual a diferenca de
temperatura (AT) entre a substancia e o material de referéncia (termicamente estavel) ¢
medida em funcdo da temperatura, enquanto ambos sdo submetidos a uma programacao
controlada de temperatura. A temperatura € medida por termopares conectados aos
suportes metalicos das capsulas de amostra e do material de referéncia, ambos contidos
no mesmo forno. As variacfes de temperatura na amostra sdo devidas as transices
entalpicas ou reacGes endotérmicas ou exotérmicas. As curvas DTA representam 0s
registros de AT em fun¢do da temperatura (T) ou do tempo (t), de modo que os eventos
sdo apresentados na forma de picos. Os picos ascendentes caracterizam 0s eventos
exotérmicos e 0s descendentes os endotérmicos (Silva, de Paola e Matos, 2007;
Storpirtis et al., 2009).

Estudos realizados por Freire et al. (2008) apontaram para uma alta estabilidade
térmica do Ginkgo biloba, observada tanto nas curvas TG como na curva DTA. O G.
biloba se decompde a uma temperatura de cerca de 270°C; a amostra apresentou teor de
11% de umidade, sendo esta desidratada a 110°C, logo é possivel seca-la a esta
temperatura ja que sua decomposicdo é bem superior a esta, evitando assim condicdes
para 0 crescimento de micro-organismos; ou seja, aumentando sua estabilidade quanto
ao processamento, embalagem e estocagem do produto.

Os 06leos fixos e essenciais, gorduras, ceras e acidos graxos livres sdo matérias
primas amplamente utilizadas na area cosmética em funcdo de suas caracteristicas de
emoliéncia e hidratacdo da pele; fabricacdo de perfumes ou mesmo como fonte para
sintese de outros produtos. Diversos trabalhos citam a analise térmica como método de
caracterizacdo, de avaliacdo do comportamento térmico e da estabilidade, podendo ser
empregada no controle de qualidade de matérias primas e produtos (Silva, de Paola e
Matos, 2007).

Kaloustian, Pauli e Pastor (2000) analisaram aspectos quimicos e térmicos de
biopolimeros do dleo essencial de lavanda, citando aspectos econdémicos da coleta das
flores e da importancia ambiental do trabalho em funcdo da inflamabilidade do 6leo. O
risco de inflamabilidade pode ser observado por analise térmica em torno de 300°C.
Verificaram, também, a presenca de um evento exotérmico por DTA, perda de massa
por TG e determinacdo da velocidade maxima de decomposic¢do por DTG. Segundo 0s
autores em razdes de aquecimento elevadas, em torno de 50°C/min, a decomposicéo

térmica das partes aéreas da planta aumenta principalmente com o nivel de celulose.



Branddo et al. (2006) caracterizaram o 6leo de pequi, Caryocar brasiliensis
Camb e avaliaram sua estabilidade térmica. TG e DTA monstraram um patamar de
estabilidade até cerca de 180°C, apresentando a maior transicdo entalpica com Tico de
356°C, devido a decomposicdo dos &cidos graxos.

Faria et al. (2002) estudaram a estabilidade térmica de 6leos e gorduras vegetais
por TG, DTG e DTA, concluindo que as técnicas foram adequadas a esse fim. Os
autores usaram um moédulo simultaneo DSC-TGA da TA-Instruments®, modelo SDT
2960, numa faixa de temperatura de 30 a 650°C, com razdo de aquecimento de 10°C
min™ e atmosfera dindmica de nitrogénio com vazdo de 100 mL. min™ e cadinho de
alumina com massa de 10 a 20mg. Foi observado um patamar de estabilidade térmica
dos 6leos entre 180 e 321°C e 0 processo de decomposi¢cdo térmica ocorreu em uma
Unica etapa, sendo finalizado entre 433 e 478°C. A estabilidade térmica dos 6leos foi
determinada através da faixa de temperatura na qual a massa permaneceu inalterada. Os
autores afirmaram que os 0leos analisados apresentaram a seguinte ordem crescente de
estabilidade: babacu, murici, guariroba, araticum e buriti, fator determinante no controle
de qualidade de dleos e gorduras durante o processamento, estocagem e utilizacao
industrial (Isaac et al., 2008).

4. CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

A Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) ¢ a técnica de analise térmica, na
qual se mede a diferenca de energia fornecida a substancia e a um material de referéncia
termicamente inerte, em funcdo da temperatura, enquanto a substancia e o material de
referéncia sdo submetidos a uma programacéo controlada de temperatura. Existem duas
configuracbes possiveis para aparelhos de DSC, ou seja, DSC com compensacdo de
poténcia e DSC com fluxo de calor. Na primeira configuracdo, a amostra e 0 material de
referéncia sdo aquecidos em compartimentos separados em condi¢fes isotérmicas e
submetidos a igual variacao de poténcia de entrada no forno. Neste caso, 0s eventos sdo
apresentados na curva DSC como picos, 0s ascendentes correspondem a processos
endotérmicos e os descendentes a exotérmicos. No caso da DSC com fluxo de calor, a
amostra e o material de referéncia sdo colocados em capsulas idénticas, localizadas
sobre o disco termoelétrico e aquecidas por uma unica fonte de calor. As curvas DSC

obtidas nesse sistema mostram picos ascendentes que caracterizam eventos exotérmicos,



enquanto os descendentes eventos endotérmicos (Silva, de Paola e Matos, 2007,
Storpirtis et al., 2009).

E importante a associacdo de dados provenientes dos ensaios de TG/DTG e
DSC, para melhor caracterizagcdo de materiais, visto que a TG/DTG indicam eventos
térmicos relacionados a variagdes de massa, enquanto a DSC detecta eventos associados
ou ndo a perda de massa. Por exemplo, eventos térmicos de origem fisica, como
mudanca de estado fisico (fusdo), podem ser inequivocamente atribuidos a partir da
curva DSC, desde que na mesma faixa de temperatura ndo forem observados, nas curvas
TG/DTG, eventos de perda de massa. Para melhor interpretacdo dos resultados e evitar
possiveis equivocos é imprescindivel a comparacdo das curvas TG/DTG e DSC obtidas
nas mesmas condigdes experimentais (Silva, de Paola e Matos, 2007; Storpirtis et al.,
2009).

A DSC ¢é uma técnica derivada da DTA, por isso, sdo consideradas técnicas
semelhantes e complementares, pois permitem avaliar as variagdes entalpicas que
ocorrem com uma dada substancia durante um processo de aquecimento ou
resfriamento. A palavra “diferencial” enfatiza as medidas que envolvem tanto a propria
substancia como o material de referéncia (termicamente estavel) (Storpirtis et al., 2009).

A DTA nos fornece dados qualitativos de variacdes de entalpia e nos permite
executar trabalhos em faixas de temperatura superiores a 1000°C. A DSC, pelo seu
proprio refinamento, possibilita acompanhar e obter dados quantitativos quanto as
alteracdes fisicas ou quimicas da amostra, tais como: mudanca de estado fisico (fusao,
ebulicdo etc.), transices de fase (modificacdes na estrutura cristalina) ou reacdes de
desidratacdo, de decomposicdo, de oxirreducdo etc. Contudo, deve-se ressaltar que,
nesta técnica, a temperatura de operacdo da célula ndo excede 725°C. Em resumo, pode-
se dizer que, dentro dos limites operacionais de temperatura, a célula DSC executa todas
as aplicacdes da DTA, além de fornecer informacdes quantitativas de um dado material
em relacdo a quantidade de calor envolvida nos processos, caracterizando, com isso, 0
seu emprego em diversos estudos (Storpirtis et al., 2009).

Aragdo et al. (2002) caracterizaram termicamente a biflorina, orto-quinona de
Capraria biflora L., através da TG e DSC fotovisual. Os resultados termogravimétricos
demonstraram que a reacao de decomposicao da biflorina ocorre em trés etapas. O DSC
da biflorina apresentou cinco picos relacionados as transi¢des de fase. O DSC fotovisual
mostrou modificacBes fisico-quimicas na biflorina, relacionadas a ponto de fusdo,

decomposicao e transformacdo molecular.



Costa et al. (2002) caracterizaram rutina e quercetina por TG e DSC acoplado a
um sistema fotovisual. Os parametros cinéticos, a razdo da constante, a energia de
ativacdo e a ordem da reacdo foram determinados por pardmetros TG isotérmicos e
dindmicos. Os resultados das curvas TG mostraram a decomposicdo de duas substancias
ocorrendo em quatro estagios. Os dados de DSC revelaram a presenca de transi¢oes de
fases para os dois compostos. O método do DSC-fotovisual confirmou a decomposicdo
e 0 processo polimérfico para a quercetina e rutina, respectivamente, de acordo com a
literatura.

A resina natural e os produtos de derivatizagdo da Protium heptaphyllum foram
caracterizados por Vieira Junior, Souza e Chaves (2005) através de TG e DSC. As
curvas TG mostraram duas etapas de perda de massa para todas as amostras, sendo a
primeira atribuida a processos de evaporacao de agua, residuos de solventes organicos e
a segunda etapa, a degradacdo da amostra. A comparacdo das curvas
termogravimétricas mostrou que o processo de derivatizacdo reduz a estabilidade
térmica da resina. As curvas DSC das amostras de resina pura e derivatizadas
mostraram eventos endotérmicos caracteristicos de evaporacdo de substancias
adsorvidas e decomposicao térmica, como sugerido nas curvas TG.

Araujo et al. (2006) avaliaram, a partir da TG/DTG e DSC, o comportamento
térmico de amostras comerciais de Paullinia cupana Kunth em pé existentes no Brasil e
estabeleceram um estudo comparativo entre 0s métodos convencionais e
termogravimétrico para determinacdo dos teores de umidade e cinzas. A similaridade
entre os perfis das curvas TG/DTG e DSC indicaram gque nao houve diferencas entre as
amostras. A utilizacdo da TG mostrou que é possivel reduzir o tempo de analise, utilizar
menor quantidade de amostra, assim como, fazer a determinacdo simultanea dos teores
de umidade e cinzas. Em relacdo ao método convencional, erros de analise inerentes a
manipulacdo das amostras foram minimizados. As técnicas termoanaliticas mostraram-
se como ferramentas potenciais para a obtencdo de pardmetros tecnoldgicos, em
controle de qualidade, torrefacdo e condi¢bes adequadas de armazenamento.

Segismundo, Matos e Mercuri (2010) avaliaram o comportamento térmico e se 0
processo de lavagem interferia na composicdo quimica da casca do fruto de jatoba
(Hymenaea courbaril L.) por TG/DTG e DSC. Os resultados obtidos pelas técnicas
termoanaliticas indicaram que as amostras com e sem lavagem apresentaram

decomposicao térmica completa a 900°C. O procedimento de lavagem ndo interferiu na



composicao quimica da casca de jatobd, visto que o perfil das curvas TG/DTG e DSC
de ambas as amostras, com e sem lavagem, s&o similares.

No desenvolvimento tecnolégico de fitoterépicos, o uso da temperatura é muitas
vezes inevitavel. Logo a implementagdo das técnicas térmicas, TG, DSC-fotovisual,
surgem como poderosas ferramentas na avaliagdo da qualidade destes produtos, apos 0s
processos de secagens de solugdes extrativas vegetais, visando monitorar o efeito do
calor sobre a qualidade original da matéria prima vegetal (Aragédo, 2010).

Aragdo et al. (2010) analisaram a aplicacdo da TG, DSC e DSC-fotovisual na
avaliacdo do efeito da temperatura sobre o processo de secagem de produtos contendo
Cissampelos sympodialis. Os dois diferentes extratos obtidos por soxhllet (a quente, Q)
e maceracdo (a frio, F) foram submetidos a secagem através de dois diferentes sistemas:
a nebulizacdo, obtendo-se 0s ESNQ e ESNF, e a liofilizacdo que deu origem aos ESLQ
e ESLF. Os dados térmicos demonstraram a alteragdo da composicdo quimica dos
extratos de Cissampelos sympodialis em temperaturas inferiores a 110°C em ESNQ,
ESNF e ESLQ, exceto o ESLF.

Medeiros A., Medeiros I., Macédo (2002) utilizaram o TG e o DSC acoplado a
um sistema fotovisual para avaliar o comportamento térmico de extratos secos de
Albizia inopinata preparados com e sem agentes estabilizantes. Os extratos foram
preparados por percolacdo das folhas pulverizadas em um sistema solvente etanol:agua
(70:30) e posteriormente secos utilizando a técnica do spray-dryer. Dioxido de silicio
coloidal (Aerosil® 200) ¢ P-ciclodextrina foram usados como estabilizantes para a
preparacdo dos extratos secos. As curvas TG foram obtidas utilizando uma
termobalanca Shimadzu®, modelo TGA-50H. As curvas DSC foram obtidas utilizando
um calorimetro Shimadzu®, modelo DSC-50 acoplado a um sistema fotovisual. As
curvas TG para os extratos de A. inopinata e Albizia-estabilizantes exibiram seis
estagios de decomposicdo térmica. As curvas DSC mostraram diferencas nas transicoes
de fase entre as amostras. As figuras obtidas no DSC fotovisual apresentaram diferencas

no comportamento térmico entre os produtos.

5. CONCLUSAO
No desenvolvimento de diversos estudos, € possivel a associacdo de duas ou
mais técnicas termoanaliticas, como por exemplo, a DTA ou a DSC com a TG. Em

muitas situacdes, para a solucdo de problemas, € necessario associar os resultados de



analise térmica a resultados obtidos por outras técnicas convencionais fisico-quimica e
analiticas.

A pequena quantidade de amostra utilizada, a rapidez de resultados e a limpeza
da técnica fazem da analise térmica uma poderosa ferramenta nos estudos tecnoldgicos
para padronizacdo das matérias primas vegetais e na avaliagdo do impacto da
temperatura durante os processos de secagens de solucdes extrativas vegetais,
garantindo a qualidade original da matéria prima vegetal.

As técnicas termoanaliticas possuem grande importancia na industria de
fitoterapicos e fitocosméticos devido a grande variedade de aplicacdes. A analise
térmica pode ser utilizada tanto no controle da matéria prima, quanto do produto
acabado, possuindo potencial emprego no desenvolvimento e estabilidade e na
caracterizacdo de novos produtos, avaliagdo dos processos de secagem e outras
aplicagdes. Nos ultimos anos, muitos progressos foram realizados nesta area,

contribuindo para o avango na analise de produtos fitoterapicos.
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RESUMO

Na industria farmacéutica de fitoterapicos, o0 extrato seco € considerado
tecnologicamente vidvel para fins de producdo em larga escala, devido a sua
estabilidade fisica, quimica e microbioldgica, além da facilidade de padronizacdo dos
principios ativos. Entre as técnicas de secagem empregadas na preparacdo de extratos
secos, encontra-se a nebulizacdo ou spray-dryer, o leito de jorro, a liofilizacdo e a
evaporacdo rotativa. A escolha do processo de secagem é motivada pela potencialidade
dos diferentes equipamentos secadores, na secagem de materiais presentes na forma
liquida, no caso, solucdes extrativas de plantas medicinais, fornecendo um produto de

alta qualidade e com um investimento relativamente modesto.

Palavras-chave: técnicas de secagem, plantas medicinais, fitoterapicos, extratos secos,

industria farmacéutica

1. INTRODUCAO

Nas dUltimas décadas, a producdo de fitoterdpicos tem explorado novas
possibilidades tecnologicas para a obtencdo de extratos secos. Isso decorre das
vantagens apresentadas pelos extratos secos, quando comparados aos extratos fluidos.
Os extratos secos vegetais sao muito mais adaptados as necessidades da terapéutica
moderna, devido a facilidade de padronizacdo e de manuseio, 0 que contribui para a
garantia da homogeneidade de preparacGes farmacéuticas. (De Paula, 1997; Teixeira,
1996; Runha et al., 2001).

Por definicdo, extratos secos sdo preparacdes solidas, pulverulentas ou granuladas

obtidas por evaporacdo de extratos de plantas medicinais adicionadas ou ndo de



adjuvantes, apresentando o teor de substancias ativas indicado na respectiva
monografia (Farmacopéia Brasileira, 1988).

O extrato seco é considerado tecnologicamente vidvel para fins de produgdo em
larga escala, devido a sua estabilidade fisica, quimica e microbiologica, além da
facilidade de padronizagdo dos principios ativos. Na industria farmacéutica de
fitoterapicos, o extrato seco é aplicado na preparacdo de comprimidos, capsulas,
granulados, pomadas e outras formas farmacéuticas, como produto intermediario.
Entre outras vantagens, apresentam maior estabilidade e distribuicdo granulométrica
dos constituintes da preparagédo (Cordeiro, 2000).

Na preparacdo de extratos secos, a adi¢do de adjuvantes a solucdo extrativa melhora
o rendimento e as caracteristicas farmacotécnicas do pd obtido durante a secagem,
sendo a sua adicdo indispensavel para a maioria dos produtos desenvolvidos. Os
adjuvantes devem caracterizar-se pela inércia quimica, inocuidade e termo-
estabilidade (Teixeira, 1996).

Entre as técnicas de secagem empregadas com sucesso ha preparagcdo de extratos
secos encontra-se a nebulizacdo ou spray-dryer (Masters, 1979; Bassani, 1990;
Broadhed et al., 1992; Teixeira, 1996, Souza, 2003), o leito de jorro (Souza, 2007), a
liofilizagcdo e a evaporacdo rotativa (Sousa et al., 2007; Dutra et al., 2009), técnicas
estas que serdo descritas com destaque, para a sua aplicacdo na obtencdo e
padronizacdo de extratos secos, para fins de utilizacdo como insumo farmacéutico de

interesse para a producao de fitoterapicos no Brasil.

2. SECAGEM EM SPRAY-DRYER (OU SECAGEM POR NEBULIZACAO)

O spray-dryer é frequentemente usado em processos industriais que envolvem a
geracdo e secagem de goticulas liquidas. Pos finos secos, granulados ou aglomerados
podem ser produzidos continuamente pela secagem de solucdes, emulsbes ou
suspensdes. Os pos produzidos por spray-dryer reinem padroes elevados de qualidade
com respeito a granulometria do produto, umidade final, homogeneidade, densidade e
forma, sendo que estas caracteristicas podem ser alteradas por modificacdes nos
parametros do processo. O pd obtido por esta tecnologia é particularmente apreciado
devido a sua alta fluidez, sendo que esta propriedade pode ser atribuida a forma
esférica das particulas obtidas (Remili et al., 1994).

O processo spray-dryer consiste basicamente na atomiza¢do de uma mistura diluida

solido-fluido em uma corrente gasosa aquecida que promove a evaporacdo do



solvente, levando a um produto seco. Embora seja uma tecnologia cara que necessita
de altos investimentos em instalages e operagfes, muitas sdo as razdes pelas quais a
mesma € amplamente utilizada (Wendel e Celic, 1998). Essas razfes incluem a
producdo de materiais com propriedades fisicas desejadas, a capacidade de processar
diferentes tipos de matérias-primas e a flexibilidade da operacdo. Opera em
temperaturas de gas de entrada relativamente baixas com eficiéncia similar a outros
tipos de secagem direta, sendo que o produto seco obtido apresenta caracteristicas
homogéneas (Isono et al., 1995). O tempo de residéncia do material no interior da
camara de secagem ¢é relativamente pequeno, 0 que torna esse equipamento adequado
para a secagem de produtos termo-sensiveis, como 0s extratos vegetais. A qualidade
do p6 obtido é baseada em uma série de propriedades dependentes das variaveis de
processo utilizadas. Em geral, o contetido de umidade final, o indice de solubilidade e
a densidade aparente sdo de fundamental importancia (Souza, 2003).

Algumas vantagens atribuidas aos extratos vegetais produzidos por spray-dryer
podem interessar a fitoterapia. Os produtos obtidos sdo, em geral, mais sollveis e
concentrados. O processo envolve extracdo primaria da planta com solventes
apropriados como solucdes de etanol-agua em diferentes proporcdes. O extrato bruto
entdo é concentrado e seco em spray-dryer a temperaturas variando entre 100 e 200°C
(Souza, 2003).

Uma grande vantagem do processo spray-dryer & que a secagem ocorre em
condicBes assépticas evitando possiveis contaminagfes durante o processamento,
podendo-se assumir que uma contaminacao bacteriana final procede essencialmente da
planta original ou apds o processamento, pela manipula¢do humana.

Remili et al. (1994) estudaram as contaminacdes microbianas em extratos secos de
plantas medicinais obtidas por spray-dryer e a influéncia do processo na qualidade do
produto. Como este material é essencialmente destinado ao uso oral, existe limites
aceitaveis de contaminacdo microbiana. Estes autores constataram que,
qualitativamente, 0s extratos produzidos por spray-dryer apresentam baixa
contaminacdo, mas o contetdo total de bactérias viaveis permaneceu relativamente
alto, excedendo 10° UFC mL™ (unidade formadora de colonia/mililitro) em 35 das 82
amostras analisadas.

A umidade é uma variavel interessante no processo de desidratacdo e é Gtimo
parametro a ser medido durante a operacdo. A temperatura € uma medida secundaria

que ndo pode ser a causa de diferencas higroscépicas em produtos, seguida da



mudanga da composi¢cdo e mudancas na umidade do ar de entrada. Medidas da
umidade do produto apds o processo sdao um indicador da eficiéncia do processo de
desidratacéo.

A maioria dos equipamentos de secagem faz medidas da temperatura, da vazao de
alimentacdo, da vaz&o e da umidade do géas de entrada. Medidas da umidade do ar de
exaustdo podem ser usadas em Varios tipos de analises para predizer e melhorar a
eficiéncia incluindo balanco de massa, balanco de energia, analise higroscépica,
analise estatistica e/ou simulacéo do processo.

Extratos de Amaranthus betacyanin foram secos em spray-dryer por Cai & Corke
(2006) usando uma série de maltodextrinas e amido como adjuvantes. Analisaram a
influéncia das temperaturas de ar de entrada/saida e a concentracdo de sélidos da
solucdo de alimentacdo nas caracteristicas finais do produto. Constataram que
elevadas temperaturas do ar de entrada/saida causaram grande perda de betacianina
(pigmento) durante a secagem, afetando levemente a estabilidade durante a
armazenagem do produto.

O emprego de adjuvantes tecnologicos como o amido, a celulose microcristalina, a
B-ciclodextrina, o didxido de silicio coloidal, etil-celulose e gelatina foram avaliados
por Teixeira (1996). No entanto, 0 emprego resultou na obtencdo de produtos com
baixissimos rendimentos devido principalmente a aderéncia do extrato nas paredes da
camara de secagem. Uma excecdo foi observada nos produtos obtidos a partir do
dioxido de silicio coloidal como ja relatado em outros trabalhos (Bassani, 1990;
Senna, 1993; Senna et al., 1997; Cordeiro, 2000; Runha et al., 2001).

Trés combinacBes de adjuvantes de secagem [dioxido de silicio coloidal, celulose
microcristalina + dioxido de silicio coloidal (1:1) e B-ciclodextrina + dioxido de silicio
coloidal (1:1)] foram analisados por De Paula et al. (1998) na obtencdo de extratos
secos nebulizados de marcela (Achyrocline satureioides). Os extratos secos foram
incorporados em base para pomada. Foram avaliadas a influéncia dos adjuvantes de
secagem nas caracteristicas das formulagdes, como espalhabilidade, indice de
oleosidade, viscosidade e pH. Os resultados indicaram a influéncia dos adjuvantes de
secagem nos parametros fisicos das formulacGes em diferentes niveis, apesar de todas
terem mantido seu comportamento plastico. A presenca apenas de dioxido de silicio
coloidal no extrato seco concedeu a pomada um baixo valor no indice de oleosidade e
uma area de espalhabilidade intermediadria. A reducdo no contetdo de didxido de

silicio coloidal e substituicdo desta parte por celulose microcristalina ou  f-



ciclodextrina aumentou o indice de oleosidade e levou a uma melhora na
espalhabilidade da pomada.

Casadebaig et al. (1986) avaliaram dois adjuvantes tecnoldgicos, a goma arabica e
o aerosil® 200, na preparacdo de extratos secos de Fraxinus excelsior. Extratos
aquosos e alcoodlicos foram preparados e submetidos ao processo de secagem. Foram
realizadas analises de distribuicdo granulométrica, testes de estabilidade do p6 seco em
atmosfera de umidade relativa controlada e cromatografia em camada delgada do
produto final. Os resultados indicaram que o p6 produzido pelo extrato alcodlico foi de
qualidade superior ao p6 obtido do extrato aquoso. Os cromatogramas obtidos
indicaram que o processo de secagem por nebulizagdo ndo modifica as substancias
ativas presentes nos extratos. A presenca de adjuvantes tecnoldgicos no produto seco
faz com que seu tempo de validade seja aumentado. Com os resultados apresentados,
pode-se verificar que adjuvantes tecnologicos se mostram de grande importancia na

producéo de extratos secos.

3. LEITO DE JORRO

Este tipo de secador foi desenvolvido em 1954, por Glishler e Mathu. Ele foi
inicialmente projetado para a secagem de gréos de trigo (Marreto, 2006).

O leito de jorro tem por finalidade promover o intimo contato entre um fluido e
particulas relativamente grandes (acima de 1,0 mm), as quais apresentam fluidizacao
de baixa qualidade. Esta técnica & recomendada para a secagem de materiais
granulares, pastas e suspensdes, granulacao e revestimento de particulas, entre outras
(Souza, 2003).

No caso da secagem, a utilizacdo do leito de jorro tem sido difundida devido as
caracteristicas de alta taxa de circulacdo de particulas inertes e da uniformidade da
temperatura no leito. Outro fator positivo desta técnica € o baixo custo de construcéo,
manutencdo e operacdo do equipamento. Patel et al. (1986) mencionam que, em
secador de leito de jorro, os custos de capital sdo aproximadamente a metade do custo
de um secador spray além de ocupar um espaco menor.

O regime de jorro € estabelecido em um leito de particulas sélidas através da
injecdo de um fluido (geralmente ar) na sua parte inferior verticalmente atraves de um
Unico ponto cujo diametro é reduzido em relacdo ao diametro do leito, ocorrendo a

formacdo de canal preferencial como consequéncia das regides distintas:



a) Regido central (canal preferencial): ocorre o transporte pneumatico das
particulas devido a grande velocidade do fluido.

b) Regido de jorro (fonte): regido acima do leito onde as particulas advindas da
regido central movimentam-se em regime desacelerado, como em uma fonte,
caindo na regiéo anular.

c) Regido anular (deslizante): nesta regido, as particulas caem da regido de jorro e

deslizam para baixo, operando como um leito deslizante.

Muitos autores, no entanto, definem como regido de jorro ao conjunto regido
central-regi&o de jorro (Oliveira, 2006).

Os principais parametros fluidodinamicos no estudo dos regimes de jorro sdo a
velocidade minima do jorro, a altura maxima de jorro estavel, e a perda de carga em
fungdo da velocidade do ar. A velocidade minima do fluido necesséria para
manutencdo do regime jorro é funcdo das propriedades dos solidos, da geometria do
leito e do proprio fluido. Os valores da velocidade minima do jorro podem diminuir
com o aumento do diametro da camera de secagem e com a diminuicdo da altura do
leito fixo de solidos. A altura maxima de jorro estavel é a altura maxima de particula
inertes, acima da qual ndo se observa a ocorréncia do regime de jorro, e sim uma
fluidizagcdo de ma qualidade. A perda de carga em funcéo da velocidade do ar é gerada
pela elevada demanda energética necessaria para estabelecer o regime de jorro
(Marreto, 2006).

O regime fluido dindmico Unico, observado neste tipo de equipamento, propicia
inimeras vantagens durante suas aplicacdes. A excelente mistura de solidos e o
intenso contato fluido-solido permitem uma secagem segura e eficiente de materiais
termossensiveis.

Segundo Mathur e Epstein (1974), existem basicamente trés geometrias de
secadores de jorro (a conica, a cone-cilindrica e a retangular). Nem todo leito de jorro
apresenta as trés regides descritas bem definidas.

Os secadores de jorro dividem-se em dois grupos principais - o JSB (Jet Spouted
Bed) e o CSB (Conventional Spouted Bed). A diferenca entre esses dois grupos esta
no diametro da entrada, que para o JSB € superior, e na porosidade do leito, que para o
CSB ¢ inferior a 85%, e para 0 JSB € superior.

Souza (2007) investigou o potencial tecnolégico e econdmico do processo de

secagem em leito de jorro, para a producdo de extratos secos padronizados de plantas



medicinais brasileiras utilizando como modelo experimental a Bauhinia forficata Link.
Ensaios de secagem com diversos adjuvantes apontaram o diéxido de silicio coloidal
como o responsavel pelos melhores resultados, sendo o material de escolha para os
ensaios seguintes. Os ensaios de secagem realizados em duas configuracdes de leito de
jorro (convencional e com instalacdo de tubo draft) foram delineados através de
planejamento composto central. Os resultados deste trabalho indicam a viabilidade
técnica e econbmica do processo em leito de jorro para a obtencéo de extratos secos de
plantas medicinais, despontando como um processo alternativo frente ao spray-dryer

comumente usado nas industrias de processamento fitoterapico.

4. LIOFILIZACAO

A liofilizacdo é um processo que consiste de trés etapas. A primeira etapa é o
congelamento do produto, de modo que a &gua presente no material seja convertida em
gelo. Na segunda etapa da liofilizagdo, o gelo formado durante o congelamento é
removido do material pela conversao direta do estado sdlido para vapor num processo
denominado sublimacdo. No terceiro passo, a agua que ainda permanece ligada
fortemente aos solutos, denominada agua adsorvida, € convertida em vapor e removida
do produto, num processo chamado dessorcao (Jales, 1999). Para isto faz-se necessario
que a zona da temperatura de sublimacdo seja abaixo do ponto triplo (num gréafico de
pressdo versus temperatura, € o ponto onde hd a coexisténcia das trés fases — sélida,
liquida e vapor).

O congelamento é a principal etapa, deste processo, pois dela depende o desempenho
global da liofilizacdo devido a forma dos poros; a distribuicdo do tamanho dos poros;
da conexdo entre as redes de poros da camada seca formada pela sublimacéo da agua ou
da substancia aquosa congelada durante a secagem primaria; a dependéncia do processo
de liofilizacdo com os cristais de gelo formados durante o estagio de congelamento,
tendo influéncia, também, na consisténcia do produto final, cor e retencdo de aroma
(Boss, 2004).

Quando as estruturas dos cristais sdo pequenas e descontinuas a taxa de transferéncia
de massa do vapor d’ agua para a camada seca ¢ limitada. Por outro lado, Se 0 tamanho
do dendrites dos cristais de gelo forem apropriados e a dispersdo homogénea da solucao
congelada pode ser realizada, a taxa de transferéncia de massa do vapor d’agua para a

camada seca pode ser alta e 0 produto pode ser secado mais rapidamente. O método e a



taxa de liofilizagdo, bem como a forma da solugéo contida e a natureza do produto, sdo
criticos no curso da liofilizagdo porque eles afetam a taxa de secagem e a qualidade do
produto (Boss, 2004).

Segundo Adamiec et al. (1995), o congelamento lento (10-100°C/min) é prejudicial
para as células porque propicia a formacdo de grandes cristais de gelo que apo6s a
sublimacdo da agua ou da substancia aquosa podem causar prejuizos mecanicos a
estrutura das células como a membrana plasmatica. O congelamento “ultraswift*
(1000°C/min) é resultado de queda brusca de pressao ou temperatura. Em consequéncia
desta espécie de choque pequenos cristais de gelo sdo formados e distribuidos
uniformemente sem afetar a estrutura das células. Este tipo de congelamento ndo s6
facilita o processo tecnolégico como intensifica a desidratacdo. O congelamento
“ultraswift” ou auto congelamento ¢ indicado nos casos em que os materiais t€ém baixa
umidade. Para materiais com alta umidade faz-se, primeiramente, um congelamento
inicial.

Este método de desidratacdo tem como objetivo preservar a qualidade do produto.
Neste processo, a rapida transicdo das fases minimiza varias reacdes de degradacéo que
ocorrem durante a secagem como a reacdo de Maillard, desnaturacdo de proteinas e
reacdes enzimaticas (Boss, 2004).

As condicdes de procedimento: baixa temperatura, pressdo reduzida, auséncia da fase
liguida intermediaria eliminam em grande parte os fatores de alteracdo e de
desnaturacdo. E um método de preservagio no qual sdo completamente interrompidas
todas as atividades bioguimicas.

As bactérias ndo sdo exterminadas por este tipo de secagem, mas sua proliferacédo
ndo € possivel no material seco. Apds a secagem, as atividades das enzimas sdo
inativadas porque ndo hd agua no meio e as reacGes quimicas oxidativas ou nao-
oxidativas ocorrem em pequena quantidade, trazendo um resultado satisfatorio (Boss,
2004).

O produto seco obtido, de aspecto poroso, friavel, possui um carater li6filo,
particularmente, uma avidez pela dgua que possibilita uma reconstituicdo rapida e
integral da solucdo ou da pseudo-solucdo inicial. A liofilizacdo, apesar de ser um
processo caro, € utilizada como meio de estabilizacdo e de conservacdo de corpos ou
de misturas frageis, de preparacdes assépticas e de produtos biologicos (Jales, 1999).

Ishikawa et al. (2008) avaliaram o extrato liofilizado das folhas de Plinia edulis

quanto ao perfil fitogquimico e a atividade antimicrobiana. A triagem fitoquimica



evidenciou a presenca de substdncias de interesse farmacologico tais como
flavondides, taninos, saponinas e terpenodides. No entanto, o extrato ndo inibiu o
crescimento de Aspergilus niger, Candida albicans, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus na concentracdo de até 1.000 mg mL™.

Silva et al. (2001) comprovaram que a liofilizag&o foi eficiente para conservar as
sementes de ipé-rosa (Tabebuia heterophylla) nos ambientes ndo controlado e de
camara seca, mas desnecessaria para 0 armazenamento em camara fria. As sementes
ndo liofilizadas, armazenadas em camara fria, conservaram melhor a qualidade
fisiologica do que as liofilizadas, armazenadas nos ambientes ndo controlados e de
camara seca.

Ha diversos tipos de liofilizadores.
Liofilizador tipo bandeja: é o mais utilizado. Existem dois tipos principais que

diferem de acordo com o condensador utilizado. Os condensadores podem ser
colocados dentro da cadmara, ou o condensador localiza-se numa camara separada
conectada por tubos. Este tipo de equipamento proporciona dificuldades em trabalhar
com produtos farmacéuticos, como ampicilina, devido a dificuldade em manter o
produto estéril. Porém possui a vantagem de ser mais econémico no que diz respeito a
energia.

Multibatelada: O fluxo de massa e as operacGes de manuseio do produto sé&o
descontinuos, devido as caracteristicas do processo.

Tunel: A secagem ocorre numa grande camara de vacuo em forma de tanel, onde o
produto a ser secado entra, na forma congelada cominuida, sobre bandejas dispostas
em vag0es ou esteiras que atravessam a camara. Este tipo de equipamento néo trabalha
simultaneamente com diferentes produtos. Seu sistema de refrigeracdo opera
normalmente com amdnia. O aquecimento da corrente a vacuo proporciona diversas
vantagens como o alto calor latente de condensacdo e o controle da temperatura pela
pressdo (Mujundar, 2006). Conforme o volume da producdo aumenta, aumenta-se
apenas o comprimento do tanel e introduz-se nova bomba de vacuo. Este equipamento
utiliza ciclos de pressdo que traz em vantagens suficientes para compensar o alto custo
do equipamento. O tempo de secagem diminui 30% em comparacdo com
equipamentos que trabalham a pressao constante (Lichtfield; Farhadpour, 1981).

Liofilizador continuo: As condi¢cdes de operacdo sdo constantes e por isso de facil

controle, requermenor mao-de-obra e supervisdo. O uso € muito interessante para

plantas que trabalham com um 0nico produto ou que a alimentagdo provéem de



processo continuo. Estes secadores continuos sdao mais econdmicos que os secadores
em batelada.

Liofilizacdo por micro-ondas: Tem como desvantagens o alto valor com relagéo

ao preco desta forma de energia, é de dificil controle porque a &gua tem uma constante
dielétrica maior que a do gelo e qualquer ponto onde tenha ocorrido fusdo do gelo
ocorre perda de calor, além de ndo existir este tipo de secador disponivel em escala

industrial.

O alto custo deste processo pode ser compensado pela ndo necessidade de
manuseamento e estocagem do produto em local refrigerado e também quando o

produto tem alto valor agregado.

5. EVAPORACAO ROTATIVA (ROTAEVAPORADOR)

O evaporador rotativo € 0 método mais comum, bastante eficiente na evaporacdo de
solventes a partir de uma mistura. E constituido por vaso rotativo aquecido
(normalmente um grande baldo), que é mantido sob vacuo (para reduzir
substancialmente a pressdo dentro do sistema do evaporador), conectando um tubo de
ligacdo a um refrigerante. O baldo de rotacdo é aquecido por imersao parcial em banho
de agua quente. A rotacdo do baldo proporciona melhor transferéncia de calor para o
liquido contido; a rotacdo também reduz fortemente a formacdo de grandes bolhas
causadas por superaguecimento do liquido. Os vapores de solvente deixam o baldo
pelo tubo de ligacdo e sdo condensados na secdo do condensador. A secdo do
condensador € organizada de modo que ocorra a fuga de vapores condensada para
outro frasco, onde s&o recolhidos (RPW, S., 2010). E uma maneira muito eficiente de
eliminar rapidamente grandes quantidades de solvente.

O principal uso em cromatografia é a recuperacdo de solutos ndo-volateis em
cromatografia preparativa e a recuperacdo dos solventes para reciclagem (RPW, S.,
2010).

Um simples sistema de evaporador rotativo foi inventado por Lyman C. Craig. Ele
foi 0 primeiro comercializado pela empresa suica Biichi®, em 1957, e patenteada em
1964. O Rotavapor Biichi® continua a ser o mais utilizado rotativo evaporador, tanto
assim que "rotavapor" tornou-se sinbnimo de tais instrumentos. Outros fabricantes de
evaporador rotativo incluem Heidolph®, Yamato®, IKA®, Stuart®, EYELA® e

ONGIs®. A forma mais comum é a unidade de bancada de topo, embora em grande



escala (por exemplo, nas versdes 20L-50L) estejam disponiveis no mercado e sdo
utilizados em plantas-piloto em operagdes quimicas e farmacéuticas comerciais
(Wikipedia, 2010).

Ao reduzirem a pressao, os evaporadores a vacuo reduzem os pontos de ebulicdo dos
liquidos contidos nele. Geralmente, os liquidos de interesse dos evaporadores rotativos
sdo solventes de pesquisa que se deseja remover a partir de uma amostra apos a
extracdo, como por exemplo, quando se isola um produto natural ou durante alguma
etapa em sintese organica.

Séo frequentemente aplicados para separar solventes com baixo ponto de ebulicdo
como n-hexano e acetato de etila. Solventes com maior ponto de ebulicdo, como agua
(100°C a pressdao atmosférica normal), dimetilformamida (DMF, 153°C) ou
dimetilsulféxido (DMSO, 189°C), também podem ser evaporados, a0 mesmo tempo,
se 0 sistema da unidade de vécuo for capaz de reduzir suficientemente a pressdo. Por
exemplo, nestas condigGes, tanto DMF e DMSO podem entrar em ebulicdo abaixo de
50°C. Contudo, como existem outros métodos de evaporacdo mais eficazes, a dgua so
é evaporada através do rotavapor em um ultimo recurso. A utilizacdo de rotavapor
permite que os solventes sejam removidos sem aquecimento excessivo.

As principais vantagens da utilizacdo de um evaporador rotativo sdo:

1. Devido a grande superficie de contato que esta sendo aquecida no banho de agua,
as forcas centrifuga e de atrito entre a parede do baldo de rotacdo e a amostra de
liguido promovem fina pelicula de difusdo de solvente;

2. As forcas criadas pela rotacdo evitam a formacdo violenta de bolhas,
provenientes da ebulicéo;

3. A combinacéo destas caracteristicas e as conveniéncias modernas construidas em
evaporadores rotativos permitem a evaporacao rapida e suave de solventes da
maioria das amostras, mesmo nas maos dos utilizadores relativamente
inexperientes;

4. Solvente restante ap0s a evaporacdo rotativa pode ser removido, expondo a
amostra a vacuo ainda mais profundo, em sistema de vacuo mais hermeticamente

fechado, a temperatura ambiente ou temperatura mais elevada.

Uma desvantagem chave em evaporacdes rotativas € o potencial de alguns tipos de
exemplos para colisdo, por exemplo, etanol e 4gua, que pode resultar na perda de parte

do material destinado a ser mantido (Wikipedia, 2010).


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Dimethyl_sulfoxide&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhijCHVPHiYz2M5eQgeqk-k0pv-Lzw

Sousa et al. (2007) investigaram e confirmaram os efeitos analgésico e anti-
inflamatorio da Posoqueria acutifolia. Apds submeterem galhos deste vegetal a
secagem a 50°C, sob ventilagdo forcada, o material boténico foi triturado e
pulverizado, e o extrato metandlico obtido por maceragdo estatica durante trés
semanas com dez trocas de solvente. Ap6s remocao do metanol por rotaevaporacao, o
extrato bruto seco foi solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO) 1% (v/v) em solucédo
salina para avaliagdo das atividades farmacoldgicas.

A cicatrizacdo de queimaduras cutaneas em coelhos, com aplicagdo topica de cremes
a base de fracdo hexanica obtida das sementes de Pterodon emarginatus, foi avaliada e
confirmada por Dutra et al. (2009). As sementes foram trituradas e submetidas a
extracdo utilizando aparelho de Soxhlet. Apds o acondicionamento das sementes ao
cartucho e adaptacdo do baldo de fundo redondo, a amostra foi submetida a extracoes
sucessivas com hexano, por 24 h, até atingir o esgotamento do solvente. A fracéo
hexanica foi submetida a rotaevaporacdo, em temperatura de 50 £ 5°C, ateé eliminagéo

completa do solvente.

6. CONCLUSAO

Atualmente, o extrato seco é a forma preferida pelas inddstrias farmacéuticas,
principalmente pela maior concentracdo, estabilidade e facilidade de padronizacao dos
principios ativos presentes nas plantas. Esses fatores aumentam o valor agregado do
produto, e contribuem também no atendimento das industrias a Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n® 14, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, de 31 de margo
de 2010, que visa controlar e monitorar a producdo indiscriminada de produtos
vegetais no Brasil, estabelecendo critérios rigidos para o registro desses tipos de
produtos.

A escolha do processo de secagem é motivada pela potencialidade dos diferentes
equipamentos secadores, na secagem de materiais presentes na forma liquida, no caso,
solucdes extrativas de plantas medicinais, fornecendo produto de alta qualidade e com
investimento relativamente modesto.

Dentre as tecnologias utilizadas em secagem, o spray-dryer é a mais difundida e
empregada por industrias quimicas e farmacéuticas na transformacdo de materiais
liquidos e sélidos. Contudo, como o spray-dryer é equipamento comercial que ndo pode
ser adquirido facilmente, necessitando porém, de alto investimento inicial, tém-se como

alternativas o leito de jorro, a liofilizacdo e a evaporagao rotativa.



A escolha do tipo de secador passa por analise do tipo de particula a ser seca, da
capacidade de producdo, da eventual necessidade de recuperacdo de solvente e da
demanda energética do processo.
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Abstract
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Influence of seasonality and extraction process on the concentration of
flavoneids in Peperomis pellucida L, Kunth (Piperaceas)

In the phytotherapics obtzinment, standardization of raw plant materials s
ensured by herbal drug quality, extraction conditions, followed by the content
determination of one or maore components or by the content determination of
some representative compounds in the extract. The content is adjusted to
values previously defined, resuiting in greater uniformity of plant derivatives,
which Is important in the production of safe end effective medicines. This
study aimed to analyze the content of Peperomia pellucida L. Kunth
(Piperaceae) marker in different extracti pr (m ation and
percolation) with different solvent concentrations and at three
collaction times In order to I the seo ality. The highest
rainfall during the sottied period does not influence the amount of
marker avallable in the s ple. The ation with 70% ethanol
indicated the highest level of the marker, 3 ', 4 7.tri-0-
methoxyflavone,

Keywarads Paperomia pellucida, segsonality, extraction process .
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Revista de Ciéncias

Farmacéuticas

Bisica ¢ Aplicada

Journal of Basic and Applied Pharmacentical Seiences

Araraquara, 19 de outubro de 2010.

Ref. RCFBA-034/2010

Em nome da Editoria Cientilica, temos o prazer de informar que o artigo:

Titulo: Atividade Antimicrobiana de extratos etanolicos de Peperomia pellucida e
Portulaca pilosa.

Autores: Lorena Paula Mercés Mendes, Karen Marinho Maciel, Antonia Benedita
Rodrigues Vieira, Lucia Carla Vasconcelos Mendonca, Rosali Maria Ferreira da
Silva, Pedro José Rolim Neto, Wagner Luiz Ramos Barbosa, José Maria dos
Santos Vieira,

foi aceito para publicacio na Revista de Ciéncias Farmacéuticas Basica ¢
Aplicada.

Enviaremos, na época oportuna, a prova grafica para corre¢ao final.

Atenciosamente,

Eliana Aparecida Varanda
Editora Chefe

Ilmo. Sr.
[ Prof. Dr. Pedro José Rolim Neto

Faculdade de Ciéncias Farmaciuticas « UNESP - Servigo Temico de Biblicteca & Docisentsgio
Rodovia Arsracuurs-lan ko 01 - C P 502 - CEP 14801-502 « Fone (16) 33016887 « Amraquara SP - Brusil
sl revistad Lt umesp be - www Kfar unesp.or



REVISTA BRASILEIRA DE PLANTAS MEDICINAIS
Brazilian Journal of Medicinal Plants
Fundagao do Instituto de Biociéncias - FUNDIBIO
Homepage: hitp:/iwww.ibb.unesp.brirbpm

Botucatu, 13 de maio de 2010

Tim® Sr¢

Rosali Maria Ferreira Silva

Prezada Senhora

Temos a grata satisfacdo de acusar o recebimento da revisdo “Uma
abordagem sobre os diferentes processos de secagem empregados na
obtengio de extratos secos de plantas medicincis”, de autoria de SILVA,
RMF.. GOMES, T.CBL.. ALBUQUERQUE, MM.; SILVA JUNIOR, J.OC.:
BARBOSA, W.LR;; ROLIM NETO, P.J., a qual recebeu o protecolo n? 10/014.

Sem mais para o momento, subscrevemo-nos.

Atenciosamente

Prof. Dr. Lin Chau Ming
Editor Chefe

Deportamensto de Botdmes - Cawxa Postel 510 - UNESP - Canpus de Botucary
18518000 Botucatu-52 - Beastl - Tel: 59 14 xx 3811-6165/3811-6555 FAX O14 »x 38153744
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H Workshop sobre Desenvolwmenm
Tecnoldgico de Medicamentos
Fatetpraplcns

Cer tificado n,.

Certificames que o trabalho ASPECTOS
ANATOMICOS DE PEPERCMIA PELLUCIDA L.
(H.B.K.) dos autores: Siiva, R.M.F,; Freitas, M.CC.;
Silva Junior, J.0.C.; Vieira, J.G.P,; Barbosa, W.LR.;
Rolim Neto, PJR.; foi apresentado na
modalidade Péster noc I Workshop sobre
Desenvolvimento Tecnologico de Mediecamentos
Fitoterapicos. realizado na cidade de Be!em—Para.’
na periodo de 24 a 26/ 11/2010- IS s P

Belém - Para, 26 de novembro de 2010



