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RESUMO

As espécies do género Aspidosperma compreendem arvores de médio a grande porte e se
encontram amplamente distribuidas pelo continente, com cerca de 50 espécies catalogadas no
Brasil. A espécie Aspidosperma tomentosum € uma arvore nativa do Brasil que pode atingir
15 metros de altura e que apresenta estudos, apesar de escassos, descrevendo suas atividades
antineoplasica, no sistema cardiovascular, antimicrobiana, analgésica e anti-inflamatdria,
além do isolamento de alcaloides. Tendo em vista as atividades bioldgicas descritas,
contrastando com a escassez de estudos encontrados, realizamos um estudo com o extrato
hidroalcodlico (bruto) da casca do caule da planta, visando a identificacdo de compostos
bioativos, a obtencéo e a caracterizacdo de um produto farmacéutico intermediario na forma
de pd, a quantificacdo dos compostos isolados no extrato e a avaliacdo de sua atividade
antioxidante. Oriundo do extrato foi obtido um precipitado em metanol, a partir do qual foi
possivel isolar e identificar os flavonoides quercetina e isorramnetina. O extrato bruto foi
atomizado em spray dryer, usando didxido de silicio coloidal (10%) como adjuvante de
secagem, e um pd fino, com rendimento de 49%, foi obtido. A espectroscopia na regido do
infravermelho mostrou 0s mesmos estiramentos para o0s extratos bruto e atomizado. O produto
se mostrou termicamente estavel, com baixa umidade (5,29%) e alto residuo acima de 600 °C.
A quantificacdo dos flavonoides por HPLC resultou em teor menor destes compostos para o
extrato atomizado (17,3%) que para o extrato bruto (44%). Os resultados de quantificacéo e
analise térmica sugerem que houve acimulo do adjuvante durante o processo de secagem. O
extrato bruto, o extrato atomizado e o precipitado exibiram atividade antioxidante na
concentragédo avaliada (4,95 pg/mL).

Palavras-chave: Aspidosperma tomentosum. Spray dryer. Flavonoides. Caracterizacdo de
po6s. HPLC. Atividade antioxidante.



ABSTRACT

Species of Aspidosperma genus comprise trees from medium to large size and are broadly
distributed through the continent, with about 50 species catalogued in Brazil. Aspidosperma
tomentosum is a Brazilian native tree which can reach 15 meters high and which presents
studies, although rare, describing its antineoplasic, on cardiovascular system, antimicrobial,
analgesic and anti-inflammatory. Furthermore, alkaloids have been isolated from it.
Considering the described biological activities, contrasting with the scarcity of studies found,
we performed a work with the stem bark hydroalcoholic (crude) extract, aiming the
identification of bioactive compounds, the obtainment and characterization of a
pharmaceutical in a powder form, the isolated compounds quantification and the evaluation of
antioxidant activity. A precipitate in methanol was obtained derived of the crude extract, from
which was possible to isolate and identify the flavonoids quercetin and isorhamnetin. The
crude extract was spray dried, using colloidal silicon dioxide as drying adjuvant (10%), and a
finely powdered product, with yield of 49%, was made. Infrared spectroscopy showed the
same absorptions for crude and spry dried extracts. The product exhibited thermal stability,
low moisture content (5.29%) and elevated residue above 600 °C. Flavonoid quantification by
HPLC showed that the content of these compounds in the spray dried extract (17,32%) is
lower than in the crude extract (44%). Data of quantification and thermal analysis suggest that
an accumulation of adjuvant took place during the drying process. Crude extract, spray dried
extract and the precipitate exhibited antioxidant activity in the analyzed concentration (4.95

pg/mL).

Key words: Aspidosperma tomentosum. Spray dryer. Flavonoids. Poder characterization.
Antioxidante activity.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas e seus derivados para fins terapéuticos € milenar e abrange diversas
culturas em todo o mundo. Apesar dos grandes avangos pelos quais a medicina moderna
passou nas Ultimas décadas, o papel das plantas medicinais ndo perdeu sua importancia no
cuidado a saide (CALIXTO, 2000; COUTO, 2011; OLIVEIRA, 2010). Segundo a
Organizacdo Mundial de Satde (WHO, 2008), em alguns paises da Asia e da Africa chega a
80% a parcela da populacdo que depende da medicina tradicional para cuidados basicos com a
saude.

Espécies do género Aspidosperma, familia Apocynaceae, encontram-se amplamente
distribuidas pelo continente. O género compreende tipicamente arvores de médio a grande
porte e, no Brasil, tem cerca de 50 espécies catalogadas (AQUINO, 2006; ARAUJO-JUNIOR
et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009). Dentre os metabolitos secundarios produzidos por
espécies deste género, destaca-se a presenca frequente de estruturas de natureza alcaloidica
(AQUINO, 2006; ARAUJO-JUNIOR et al., 2007; PEREIRA et al., 2007).

A espécie Aspidosperma tomentosum é uma arvore nativa do Brasil, conhecida como
peroba-do-campo ou peroba-do-cerrado, dentre outras sinonimias, que chega a atingir 15
metros de altura. A. tomentosum, como € caracteristico do género, é uma fonte para a
obtencdo de alcaloides ind6licos (AQUINO, 2006). Apesar da escassez de estudos sobre esta
espécie, algumas atividades farmacoldgicas estdo descritas na literatura: antineoplasica
(KOHN et al.,, 2006), vasodilatadora, hipotensora e bradicardica (FURTADO, 2009),
antifungica (AQUINO, 2006), analgésica e anti-inflamatéria (AQUINO, 2010).

Com o crescimento do nimero de medicamentos fitoterapicos disponiveis no mercado
nacional (BRASIL, 2012), aumenta também a necessidade do uso de técnicas eficientes para a
producdo e controle de qualidade destes. No desenvolvimento tecnolégico de fitoterapicos, a
técnica de secagem em spray dryer tem sido bastante empregada visando a obtencdo de
produtos intermedidrios com alta qualidade, com a manutencdo da concentracdo de seus
metabolitos secundarios e melhores caracteristicas tecnologicas (VASCONCELOS et al.,
2005; GALLO etal., 2011; LIU et al., 2011).
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Em face do exposto, realizamos um estudo do extrato hidroalcodlico da casca do caule
de A. tomentosum e, a partir do mesmo extrato, obtivemos um produto farmacéutico
intermediario na forma de po utilizando a técnica de secagem por spray dryer. O p6 foi

caracterizado visando assegurar a qualidade do produto obtido.
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2 Revisao da Literatura
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1  Importancia histérica dos produtos de origem natural

Plantas medicinais tém sido usadas para o tratamento das mais variadas doencgas por
séculos. A experiéncia acumulada e passada adiante atraves das geracdes permitiu ao homem
conhecer os efeitos terapéuticos e tdxicos de produtos de origem natural, muitos dos quais
fazem parte do arsenal de medicamentos modernos (CALIXTO, 2000; TANTRY, 2009).
Mesmo em face do aprimoramento das metodologias de sintese de novos farmacos, a quimica
de produtos naturais continua a ser uma ferramenta imprescidivel na descoberta de novos
farmacos (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Os textos médicos mais antigos, remontando a antiga Mesopotamia, abragem cerca de
1000 plantas e substancias derivadas de plantas, dentre elas o 6leo de espécies de cedro
(Cedrus), a resina de mirra (Commiphora myrrha) e o suco da polpa de papoula (Papaver
somniferum). O Papiro Ebers, antiquissimo texto egipcio, contém centenas de prescricdes
complexas e agentes naturais, como a Aloe vera. Hipocrates, em seu Corpus Hippocraticum,
descreveu o uso de mais de 400 agentes terapéuticos de origem natural. Neste compéndio,
célebre médico grego detalha o uso de Atropa beladona como anestésico. Dioscorides, em sua
De Materia Medica, retine informacdes sobre a dose e a eficicia de cerda de 600 remédios
derivados de plantas. Galeno, médico e farmacéutico grego, registrou centenas de derivados
vegetais com poder medicinal e demonstrou que estes, além dos efeitos terapéuticos, também
apresentam potencial toxico (JI; LI; ZHANG, 2009; TANTRY, 2009)

O tratamento de doencas através de uso de plantas medicinais se desenvolveu de
forma marcante também no Oriente. Textos de origem milenar, como o Charaka Sambhita,
primeiro tratado da Ayurveda, e o Wu Shi Er Bing Fang (Prescri¢cdes para cinquenta e duas
doencas, em traducéo livre) descrevem centenas de derivados vegetais usados nas medicinas
tradiconais indiana e chinesa. (JI; LI; ZHANG, 2009; TANTRY, 2009).

O conhecimento associado ao uso de plantas medicinais pela medicina tradicional de
diferentes culturas rende frutos até os dias de hoje, muitos dos medicamentos usados na
terapéutica moderna tém ai sua origem. Compostos isolados de fontes naturais também
contribuiram para revelar novos aspectos de fisiologia. Para citar alguns exemplos, temos: 0s

glicosideos cardiotonicos, obtidos de espécies do género Digitalis, ajudaram na elucidagéo do
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papel da bomba Na-K-ATPase; através da morfina se descobriu o caminho para os receptores
afetados por opioides enddgenos; 0 uso de muscarina, nicotina e tubocurarina ajudou a
explorar os diferentes tipos de receptores colinérgicos (BARREIRO, 1990; VIEGAS JR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006; HARVEY, 2008).

Os avancgos ocorridos nos dois dltimos séculos na quimica moderna forneceram
ferramentas para o isolamento e a determinacédo estrutural de compostos orgénicos. No inicio
do seculo 19, o farmacéutico alemdo Friedrich Wilhelm isolou a morfina a partir do opio.
Com o passar do tempo, outros compostos foram isolados, identificados e sintetizados, muitos
dos quais ainda fazem parte do arsenal terapéutico atual (BARREIRO; BOLZANI, 2009; JI;
LI; ZHANG, 2009; TANTRY, 2009).

Com o aprimoramento da sintese organica e o surgimento de novas metodologias para
o desenveolvimento de farmacos no século passado, como a quimica combinatoria, métodos
de screening bioldgico automatizado (High Throughput Screening) e a modelagem molecular,
a pesquisa fitoquimica perdeu um pouco do espaco que sempre teve no auxilio a satde. Em
contrapartida, o surgimento de novas drogas de origem natural, sobretudo antineoplasicos
como o paclitaxel, a vincristina e a vimblastina, renovou o interesse da industria farmacéutica
na pesquisa envolvendo produtos naturais. (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006;
BARREIRO; BOLZANI, 2009; NEWMAN; CRAGG, 2012)

2.2  Consideracoes sobre os flavonoides

Os flavonoides sdao metabolitos secundarios, biossintetizados a partir da via dos
fenilpropanoides, que constituem uma importante classe de polifendis e sdo largamente
distribuidos no reino vegetal. Os compostos pertencentes a esta classe apresentam em comum
a estrutura fenilbenzopirona (C6-C3-C6) (Figura 1.) (ANDENSEN; MARKHAM, 2006;
ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).
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Figura 1. Ndcleo fundamental dos flavonoides

Fonte, Autor, 2012.

Este grupo se divide, a depender da estrutura, nas seguintes subclasses: flavonas (2) e
flavonois (3); antocianinas (4); chalconas (5); auronas (6); di-hidroflavonoides [flavanonas
(7), flavanonodis (8) e di-hidrochalconas (9)]; flavanas (10), flavan-3-6is (11) e
proantocianidinas (12) (taninos); isoflavonoides [isoflavona (13), isoflavonol (14), isoflavana
(15), rotenoides (16) e pterocarpanos (17)]; neoflavonoides (18) e (19); biflavonoides (20) e
(21). A Figura 2 mostra as estruturas das principais grupos de flavonoides. Podem se
apresentar em suas formas livres ou conjugados com acucares, na forma de heterosideos
(HAVSTEEN, 2002; ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).

Figura 2. Estruturas dos principais grupos de flavonoides (continua).
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Figura 2. Estruturas dos principais grupos de flavonoides (continuacéo).

o “ho Mo

Isoflavana
Isoflavona Isoflavanona (14) (15)
(13)
O $ O
(16)
© o (17)
. Pterocarpanos
Rotenoides
Neoflavonoides ~ HO 19) B

(21)

Fonte: Autor, 2012

H& grande abundancia desta classe de compostos nos vegetais superiores, sendo
encontrados com frequéncia em frutos, no vinho, em cereais, corantes alimentares. Dentre as
diversas funcbes atribuidas aos flavonoides nos vegetais, destacam-se: protecdo contra a
radiacdo ultravioleta (UV) e visivel; protecdo contra insetos e micro-organismos patogénicos;
atracdo de animais para polinizacdo; antioxidante; agentes alelopaticos; e inibicdo enzimatica
(ZUANAZZI; MONTANHA, 2007; TAPAS; SAKARKAR; KAKDE, 2008).
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Esta classe de metabdlitos secundarios desperta grande interesse econémico, alguns
sdo usados como pigmentos, outros tém importante papel no processo de curticdo do couro,
fazem parte do processo de fermentacdo do cha-da-india, da producédo de cacau e corrigem cor
e valor nutricional de alimentos (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).

Os flavonoides tém importante papel na saide humana. A literatura esta repleta de
estudos sobre suas propriedades terapéuticas, dentre as quais podem ser citadas: anti-
inflamatoria e analgésica (GONZALEZ-GALLEGO; SANCHEZ-CAMPOS; TUNON, 2007;
HAVSTEEN, 2002; TAPAS; SAKARKAR; KAKDE, 2008); antineoplasica (REN et al.,
2003); antiviral, antibacteriana e antifungica (CUSHNIE; LAMB, 2005; FOWLER et al.,
2011); antioxidante e hepatoprotetora (HAVSTEEN, 2002; TAPAS; SAKARKAR; KAKDE,
2008; SANDHAR et al., 2011); neuroprotetora (YOUDIM; SHUKITT-HALE; JOSEPH,
2004; HWANG; SHIH; YEN, 2012); entre outras.

2.3 O género Aspidosperma (Apocynaceae)

O género Aspidosperma, familia Apocynaceae, esta amplamente distribuido pelo
continente americano. Espécies deste género sdo encontradas desde o México até a Argentina,
sendo mais frequentes em regibes tropicais, sobretudo na Bolivia, Argentina, Brasil, México,
Paraguai e Peru (WOODSON, 1951; PEREIRA et al., 2007). No Brasil, cerca de 50 espécies
foram catalogadas e estdo distribuidas em diversos ecossistemas (AQUINO, 2006; ARAUJO-
JUNIOR et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009). O quadro 1 mostra a classificacdo
quimiotaxonémica do género Aspidosperma, compreendendo 50 espécies em 8 séries
(PEREIRA et al., 2007).



Quadro 1. Classificagdo taxondmica das espécies do género Aspidosperma.

26

Série Espécies

Rigida A. rigidum Rusby

Nitida A. Auriculatum Mgf.; A, carapanauba M. Pichon; A.
compactinervium Kuhlmann; A. discolor A. DC.; A. eburneum F.
Allem; A. excelsum Benth; A. marcgravianum Woodson; A. nitidum
Benth ex Mull.-Arg., A. oblongum A. DC.; A. spegazzinii Molf. Ex
Meyer

Quebranchines A. chakensis Spegazzini; e A. quebracho-blanco Schlecht

Polyneura A. cuspa Blake; A. cylindrocarpon Miuell.-Arg.; A. dispermum, A.
peroba, A. polyneuron Mull.-Arg.; e A. sessiliflorum

Pyricolla A. australe Miull.-Arg.; A. campus-belus A. P. Duarte; A.
gomesianum A. DC.; A. multiflorum A. DC.; A. nigricans Handro;
A. olivaceum Mill.-Arg.; A. parvifolium; A. populifolium A. DC.; A.
pyricollum Muell.-Arg.; A. pyrifolium Mart.; A. quirandy; A.
refractum Mart.; A. rhombeosignatum; A. subincanum Mart.; A.
tomentosum Mart.; A. ulei Mgf.; e A. vargasii

Nobile A. album (Vahl) R. Bent.; A. desmanthum Benth ex. Mull.-Arg.; A.
exalatum Monachino; A. fendleri; A. limae Woodson; A.
megalocarpon Mull.-Arg.; A. melanocalyx Mull.-Arg.; A. neblinae
Monachino; A. obscurinervium Azembuja; A. sandwithianum; e A.
spruceanum Benth

Macrocarpa A. duckei; A. macrocarpon Mart.; e A. verbascifolium Mull.-Arg.

Tometosa A. formosanum; e A. daysycarpum A. DC.

Fonte: Autor, 2012 — adaptado de PEREIRA et al., 2007.

Fazem parte deste género espécies arboreas tropicais, que variam de 2 a 60 metros de

altura, com flores e sementes abundantes, geralmente produtoras de latex e copas amplas

(WOODSON, 1951; PEREIRA et al., 2007). Sdo conhecidas por varios nomes populares,

dentre os quais: perobas, guatambus e pau-pereiro (OLIVEIRA et al., 2007;

SEMENTE DO CERRADO, 2012).

REDE DE
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Além da qualidade da madeira para a fabricacdo de moveis, as espécies de
Aspidosperma despertam grande interesse no que concerne ao isolamento de seus metabolitos

secundarios e das atividades biologicas destes.

A familia Apocynaceae tem como caracteristica fitoquimica mais marcante a presenca
de compostos com estruturas alcaloidicas. No género Aspidosperma, os alcaloides indolicos
sdo os compostos mais encontrados (PEREIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009). O
trabalho de Pereira e colaboradores (2007) é um excelente exemplo da presenca e da
diversidade estrutural dos alcaloides indolicos isolados deste género. O levantamento
realizado pelos pesquisadores descreve 247 estruturas de alcaloides inddlicos isolados até
2006.

Devido a grande importancia e a frequéncia com que sao encontrados, os alcaloides
sdo considerados marcadores quimiotaxondmicos para a classificacdo das espécies do género
Aspidosperma (PEREIRA et al., 2007). Como exemplos temos que a série Nitida é
caracterizada pelos alcaloides inddlicos dos tipos heteroiombina e corinanteol e que 0s
principais constituintes das séries Prycolla e Tomentosa sdo do tipo uleina e relacionados
(ARNDT et al., 1967).

Os alcaloides sdo, indiscutivelmente, os produtos naturais que despertam maior
interesse no género em questdo, contudo, outras classes de metabdlitos secundarios, porém
com frequéncia menor, também foram estudadas em espécies de Aspidosperma. Como
exemplos, pode-se citar os trabalhos de Pereira et al. (2006) e Barbosa et al. (2010) que
relatam o isolamento de triterpenos a partir de A. nitidum e A. ilustre, respectivamente. Além
de terpenos, esteroides também foram isolados de A. nitidum (PEREIRA et al., 2006).

O isolamento de flavonoides a partir de espécies de Aspidosperma é extremamente
raro. Pelloto e Del Pero (1995) relataram o isolamento de oito heterosideos a partir de folhas
de A. quebracho-blanco (Figura 3): isorramnetina-3-O-ramnosilglicosideo (22),
isorramnetina-3-O-ramnosildiglicosideo  (23), quercetina-3-O-ramnosilglicosideo  (24),
quercetina-3-O-xilosilgalactosideo  (25),  quercetina-3-O-ramnosildiglicosideo  (26),
quercetina-3-O-xilosilgalactosilglicosideo  (27), campferol-3-O-ramnosilglicosideo (28),

campferol-3-O-ramnosildiglicosideo (29).



Figura 4. Estruturas dos flavonoides isolados de Aspidosperma quebracho-blanco.
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Fonte: Autor, 2012.
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2.3.1 Atividades biologicas

Além dos estudos de isolamento e elucidagdo estrutural dos metabdlitos secundarios
presentes nas aspidospermas, 0 género vem sendo extensamente pesquisado acerca de seu
potencial terapéutico. Tanto as atividades de extratos e fragdes (OLIVEIRA et al., 2009;
CAMPOS et al., 2006) como de compostos isolados foram avaliadas (MITAINE-OFFER et
al., 2002; TANAKA et al., 2007).

A atividade antimicrobiana de algumas espécies do género foi avaliada. Alcaloides
isolados da casca da raiz de Aspidosperma excelsum se mostraram ativos contra bactérias
Gram positivas e inativas, contra Gram negativas (VERPOORTE et al., 1983). A. pyricolum e
A. olivaceum exibiram atividade moderada frente a B. subtilis. A. ramiflorum apresentou
atividade baixa contra a bactéria Gram negativa Eschrichia coli (OLIVEIRA et al., 2009;
AGRIPINO et al., 2004), moderada, contra o Staphylococcus aureus e alta, contra o Bacillus
subtilis (OLIVEIRA et al., 2009), e se mostrou ativa também contra o fungo Cryptococcus
neoformans (DE SOUZA et al., 2006).

O alcaloide elipticina, extraido de A. williansii, € conhecido por suas atividades
antineoplésica e citotoxica em vérias linhagens tumorais (SAKAMOTO-HOJO et al., 1988).
Fracdes ricas em alcaloides de A. ulei manifestaram efeito pro-erétil em ratos e levaram ao
relaxamento de corpos cavernosos isolados de coelhos (CAMPOS et al., 2006, 2008).
Sperling et al. (2002) demonstraram o efeito do extrato rico em alcaloides de A. quebracho-
blanco sobre receptores a-adrenérgicos em pénis humanos. A atividade farmacoldgica
observada esté ligada ao contetido de ioimbina dos extratos, alcaloide conhecido por bloquear
receptores a-adrenérgicos e pelo seu uso no tratamento da disfuncéo erétil (SPERLING et al.,
2002; CAMPOS et al. 2006, 2008).

Espécies de Aspidosperma também foram avaliadas quanto a seu potencial no controle
de pragas. O extrato hexanico da raiz de Aspidosperma macrocarpon (sinonimia de A.
macrocarpum) inibiu totalmente a atividade de o-amilases de Zabrotes subfasciatus,
conhecido como caruncho do feijdo mexicano, e reduziu a atividade enzimatica de outro
caruncho do feijdo, Acanthoscelides obtectusem, 14,69%, sem inibir a-amilases de saliva
humana, mostrando grande afinidade e especificidade (SILVA et al., 2009). O extrato bruto
da casca do caule de A. pyrifolium foi ativo contra larvas da mariposa Plutella xylostella. A

fracéo alcaloidica derivada da mesma parte da planta causou letalidade de 100% a 4 mg/L. A
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atividade larvicida foi associada a presenca dos alcaloides monoterpenoindolicos
aspidofractinina, 15-demetoxipirifolina e N-formilaspidofractinina (TRINDADE et al., 2008).

O uso de plantas deste género no combate a doencas inflamatorias também esta
relatado na literatura. A casca do caule de A. pyrifolium é usada pela populacdo do Cariri
Paraibano em inflamacdes do trato urinario e em dermatites (AGRA et al., 2007). Pereira et
al. (2006) relataram a relevante atividade anti-inflamatdria do extrato do caule de A. nitidum

in vivo, usando o teste de edema induzido por carragenina em camundongos.

Grande parte dos estudos farmacologicos envolvendo Aspidosperma trata da avaliacao
de suas atividades frente a protozoarios, sobretudo no combate a maléria. Alcaloides isolados
de A. pyrifolium e de A. megalocarpon exibiram forte atividade in vitro frente ao Plasmodium
falciparum. (WENIGER et al., 2001; MITAINE-OFFER et al., 2002; OLIVEIRA et al.,
2009). Bourdy et al. (2004) testaram a atividade de 72 extratos, de 62 espécies diferentes,
contra o P. falciparum. O extrato da casca de A. quebracho-blanco foi um dos sete que
exibiram forte efeito antimalarico. Elipticina e aspidocarpina, isolados de A. vargasii e A.
desmanthum, respectivamente, apresentaram significante inibicdo de crescimento do parasita
(ICso = 73 e 19 nM, respectivamente) (ANDRADE-NETO et al., 2007). Apesar de deter o
maior nimero de estudos, a maléria ndo é a Unica doenca causada por protozoario contra a
qual alcaloides isolados de plantas do género Aspidosperma tém sido avaliados. O extrato
alcaloidico de A. ramiflorum mostrou atividade significativa contra promastigotas (forma
extracelular do parasita) de Leishmania brasiliensis (FERREIRA et al., 2004) e L.
amazonenses (FERREIRA et al., 2004; TANAKA et al.,, 2007), agentes etioldgicos da

leishmaniose.
2.4  Aspidosperma tomentosum

Aspidosperma tomentosum € uma espécie arbérea nativa do Brasil, que pode chegar
até 15 metros de altura e tem casca espessa fissurada. Os ramos jovens possuem densa
cobertura de pelos verde-escuros. Apresentam folhas alternadas com margem irregular. As
flores sdo pequenas e amareladas, os frutos podem ser gémeos ou isolados e possuem trés ou
quatro sementes. Aspidosperma significa semente em forma de escudo e tomentosum, piloso
(Figura 4.) (REDE SEMENTES DO CERRADO, 2012).
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Figura 5. (A) Aspdiosperma tomentosum, (B) casca do caule, (C) flores, (D) folhas, (E) frutos e

sementes.

Fonte: REDE DE SEMENTES DO CERRADO, 2012.

Esta espécie é conhecida por muitos nomes populares: peroba do campo; peroba do
cerrado; pereira; palmeira do campo; carrasco; guatambu; guatambu vermelho; ipé peroba;
pau cetim; pau pereira; pau pereira do campo; pau pereira do mato; pequid; pequia da pedra;
pequia sobre; pereira branca; peroba; peroba amarela; peroba rosa; perobinha; piquia; e pitia.
E muito apreciada na fabricacdo de moveis e objetos decorativos. (REDE DE SEMENTES
DO CERRADO, 2012).

O numero de estudos acerca desta espécie é escasso. O extrato etandlico do caule
exibiu atividade in vitro contra tripomastigotas de Tripanossoma cruzi, agente etiol6gico da
Doenca de Chagas. A partir da fracdo alcaloidica da mesma parte da planta, a uleina (30) foi
isolada (SILVA et al., 2001).

Aquino (2006) isolou 9 alcaloides diferentes de partes distintas de A. tomentosum
(Figura 5): dos ramos — uleina (30), desmetiluléina (31), desmetileno-oxo-uleina (32), 20-
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epiuleina (33), eburnamonin-19-ona (34); das folhas — uleina (30), desmetileno-oxo-uleina
(32); das sementes — uleina (30), quebrachamina (35), razinilama (36), 1-acetil-17-metoxi-
aspidospermidina (37); dos arilos — quebrachamina (35), razinilama (36), 1-acetil-

aspidospermidina (38), 1-acetil-17-metdxiaspidospermidina (37).

Figura 6. Estruturas dos alcaloides isolados de A. tomentosum.
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Fonte: Autor, 2012.

O extrato etandlico da casca do caule da planta mostrou fraca atividade antimicrobiana
frente as bactérias S. aureus e B. subtilis e ndo foi ativo contra leveduras (Candida
parapsilosis) (PESSINI et al., 2011). Os extratos etanolico e em diclorometano foram testados
frente a diferentes linhagens celulares e mostraram atividade em células de mama,

expressando um fenétipo de multirresisténcia a drogas, pulmdo e melanoma, sendo a
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atividade citocida mais promissora encontrada para o extrato em diclorometano contra a
linhagem mamaria (KOHN et al., 2006). A atividade antiviral de A. tomentosum foi avaliada
frente a HSV-1 (Virus Herpes Humano tipo 1) e a células Vero, uma linhagem celular
derivada de rim do macaco verde africano e usada primariamente em estudos de replicagéo
viral. O extrato dos frutos mostrou atividade moderada (ICso < 50 pg/mL) contra 0 HSV-1 e
baixa (ICsp = 121,7 pg/mL), no ensaio com as células Vero (BRANDAO et al., 2011).

Foram atribuidas atividades no sistema cardiovascular ao extrato da casca do caule de
A. tomentosum, onde este promoveu hipotensdo e bradicardia em ratos normotensos nédo
anestesiados, provavelmente devido a vasodilatacdo periférica decorrente da interacdo com 0s
canais de Ca** (FURTADO, 2009). Foi relatado também que o extrato bruto da mesma parte
da planta e suas fragdes exibiram atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria, sendo a fragcéo
cloroférmica a mais ativa (AQUINO, 2010).

2.5 Secagem em Spray Dryer

Uma das operac¢des mais frequentes na producdo de medicamentos € a secagem, sendo
empregada no processamento de diversos materiais para a obtencdo de pos e granulos
(OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). O spray dryer, conhecido como secagem por aspersao,
atomizacdo ou nebulizacdo, é uma das poucas tecnologias disponiveis para a conversao de
uma solucdo ou suspensdo a um soOlido seco (pd) em uma unica operacdo (CELIK.;
WENDEL, 2005; GOHEL et al., 2009).

A primeira descricdo de secagem de produtos na forma de spray foi feita em uma
patente ainda no século XIX, mas o processo s6 encontrou aplicacdo significante a parti da
década de 1920 (CELIK.; WENDEL, 2005). Atualmente, a técnica é usada em grande
variedade de industrias, como a alimenticia, de produtos farmacéuticos, cosméticos e
quimicos, téxtil e eletrdnica. Na industria farmacéutica, uma das primeiras aplicacfes da
técnica foi a obtencdo de extratos secos de matérias primas ativas a partir de plantas
(CELIK.; WENDEL, 2005; SOLLOHUB; CAL, 2010).

A secagem por aspersao se destaca por gerar produtos com melhores caracteristicas
tecnoldgicas quando comparada a outras técnicas. Este processo leva a produtos com altas
estabilidades fisico-quimica, quimica e microbioldgica, de facil padronizagdo, com pos e

gréanulos homogéneos e alta concentracdo de compostos ativos (VASCONCELOS et al.,
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2005; PATEL; PATEL; SUTHAR, 2009; SOLLOHUB; CAL, 2010; OLIVEIRA,
PETROVICK, 2010).

O processo de secagem em spray dryer apresenta trés estdgios fundamentais: a
atomizacdo (ou nebulizacdo) do liquido e formacdo do spray; o contato das goticulas
formadas com ar quente e evaporacdo do solvente; e separacdo e coleta do material seco. A

figura 6 ilustra as partes que comp&e um equipamento spray dryer e as etapas de secagem.

Figura 7. Esquema de um equipamento de spray dryer com atomizador pneumatico. (1)

Aquecedor elétrico. (2) Bico pneumatico. (3) Camara de secagem. (4) Ciclone e coletor. (5)

Filtro. (6) Aspirador para geracgéo do fluxo.

Fonte: Autor, 2012 — modificado de Informag&o de produto. Mini Spray Dryer B-290

Inicialmente, a amostra em solucdo (ou em suspensdo) é bombeada através de dutos
que passam por um aquecedor elétrico até atingir o bico pneumatico, onde ocorre a divisdo do
liguido em goticulas de tamanho reduzido. Estas goticulas s&o injetadas na camara de
secagem, na qual ocorre a evaporacdo do solvente. O material seco é, por fim, coletado. Ao
fim do sistema estd localizado o aspirador responsavel por gerar o fluxo da amostra em
direcdo ao coletor e, antes do aspirador, um filtro evita que as particulas menores sejam
dispersas no ambiente. O equipamento correspondente ao esquema descrito na figura 6 €

mostrado na figura 7.
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Figura 8. Mini Spray Dryer B-290.

Fonte: Informacdo de produto Mini Spray Dryer B-290.

A atomizacéo é o processo pelo qual a suspenséo é desintegrada em goticulas na forma
de spray. O atomizador é parte fundamental do equipamento (PATEL; PATEL; SUTHAR,
2009), a formacdo de um spray com grande superficie de contato é critica para que haja
condicGes de evaporacdo Otimas. Sdo classificados em trés tipos béasicos: de pressao;
pneumaticos; e de disco giratério (CELIK; WENDEL, 2005; GOHEL et al., 2009;
OLIVEIRA; PETROVICK, 2010; NANDIYANTO; OKUYAMA, 2011)

Uma vez que o liquido é atomizado, ele entra em contato com o gas aquecido na
camara de secagem para que a evaporacgdo seja feita de forma igual pela superficie de todas as
gotas. A interacdo com o ar pode ocorrer de trés formas, co-corrente, contracorrente e misto.
Na primeira, as goticulas e o ar fluem na mesma direcdo e no modo contracorrente, em
direcOes opostas. A terceira forma usa uma configuracdo na qual as duas anteriores s@o
incorporadas (CELIK; WENDEL, 2005; NANDIYANTO; OKUYAMA, 2011). A etapa de
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secagem segue a separacao e coleta do pd retido no ciclone e no coletor (Figura 6). A figura 8

demonstra o processo de secagem e formacdo das particulas sélidas.

Figura 9. Formacao das particulas solidas.

ASPETSA0 A0y | )
produto i

Formacdo da Vaporizacdo do solvente  Saida do solvente do

; 2, i Particula solida
goticula ¢ formacdo de esferaoca  interior

Fonte: Autor, 2012 — modificado de OLIVEIRA E PETROVCK, 2010.

Como ja mencionado, a técnica de secagem por aspersdo tem as mais variadas
aplicacBes. De Souza et al. (2007) avaliaram a atividade anti-inflamatoria de po6s secos de
Achyrocline satureioides e de quercetina. Os extratos secos por spray-drying e freeze-drying
(com congelamento), preparados com adicdo de 50% de dioxido de silicio coloidal, inibiram a
inflamacdo aguda quando administrados por via oral. Relataram ainda que a adi¢do de
polissorbato 80, um emulsificante muito usado nas industrias farmacéutica e alimenticia, leva
a aumento na atividade demonstrada pelos extratos e que a quercetina, sem efeito quando

isolada, inibiu 0 edema causado por carragenina.

O aumento na concentracdo de colesterol na formacdo de lipossomas de lisozima foi
responsavel por reduzir o tamanho dos lipossomas e aumentar a eficiéncia de aprisionamento
da enzima. O processo de secagem néo influenciou na atividade biolégica (CHARNVANICH;
VARDHANABHUTI; KULVANICH, 2010). Sham et al. (2004) descreveram a producédo de
p6s contendo nanoparticulas com tamanho e forma vidveis para administragdo por via
pulmonar. O excipiente escolhido para o processo de secagem tem grande importancia, o
aumento na concentracdo de maltodextrina, por exemplo, foi responsavel por elevar a
retencdo de nutracéuticos de mirtilo durante o processo de secagem (MA; DOLAN 2011). Em
estudo de compressao direta de pds contendo misturas binarias de paracetamol e carboidratos,
a influéncia dos adjuvantes sobre o processo foi avaliada. Trés misturas binarias contendo o
farmaco e os excipientes manitol, eritrol e maltodextrina levaram a rendimento e resisténcia a
compressdo elevados (GONNISSEN; REMON; VERVAET, 2007).
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A atividade antiulcerativa de pds atomizados preparados com extrato das folhas de
Maytenus ilicifolia foi testada com e sem a adicdo de 6xido de silicio coloidal. O p6 contendo
0 adjuvante demonstrou maior efeito protetor, contudo, este aumento na atividade se deveu a
reducdo no tamanho da lesdo provocada pelo préprio excipiente, que se mostrou ativo mesmo
quando administrado isoladamente (MARTINS; GUTERRES;ORTEGA, 2003)

Através da secagem por aspersdo foi possivel produzir um po6 estavel e de baixa
higroscopicidade a partir da mucilagem de cactos Opuntia ficus-indica, mesmo sem o uso de
excipientes. A umidade residual e o rendimento do processo se mostraram inversamente
proporcionais a temperatura de entrada do equipamento (LEON-MARTINEZ; MENDEZ-
LAGUNAS; RODRIGUEZ-RAMIREZ, 2010). Goula e Adamopoulos (2005) usaram um
sistema de secagem modificado para a producdo de pds a partir de polpa de tomate. O
sistema, que consistia de um desumidificador ligado a entrada de ar, originou um produto com
umidade mais baixo e densidade e solubilidade mais elevadas quando comparadas ao sistema

de spray dryer convencional.



3 Objetivos
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral

Caracterizar o produto intermediario atomizado em spray dryer obtido a partir do

extrato hidroalcoolico da casca do caule de Aspidosperma tomentosum.

3.2 Objetivos Especificos

e Identificar marcadores bioativos a partir o extrato hidroalcodlico de A. tomentosum;

¢ Avaliar a viabilidade da secagem por atomizacdo em Spray Dryer do extrato
hidroalcoolico de A. tomentosum;

e Caracterizar o extrato seco atraves de espectrometria na regido do infravermelho e
analise térmica;

e Determinar a uniformidade das particulas secas através da avaliacdo da distribuicéo,
do tamanho e da morfologia;

e Quantificar, por HPLC, o teor dos marcadores no extrato seco da planta obtido por
secagem em Spray Dryer;

e Avaliar a atividade antioxidante do extrato, antes e depois do processo de atomizagao.
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4 Metodologia
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4 METODOLOGIA

O estudo fitoquimico e a avaliacdo da atividade antioxidante foram realizados no
Laboratorio de Pesquisa em Recursos Naturais (LPgQRN) e o processo de atomizacdo por

Spray Dryer, no Laboratorio de Tecnologia e Controle de Medicamentos (LabTCoM).

4.1  Solventes, Materiais e Equipamentos

Os extratos foram preparados em percolador de aco inoxidavel. Os solventes utilizados
(hexano, cloroférmio, acetato de etila, etanol e metanol) eram grau P. A. ou comercial, sendo

estes destilados no laboratorio.

Para a concentracdo das solugbes de grande volume usou-se evaporador rotatorio
(BUCHI, Modelo R-210) e para as de pequeno volume, capela de exaustdo (Permution), a

temperatura ambiente.

Nas analises por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) utilizou-se
cromatofolhas de silica gel 60 F,s4 da Merck. Estas placas cromatogréficas foram reveladas
sob irradiacdo de luz ultravioleta em comprimentos de onda 254 e 356 nm ou borrifadas com
solucdo acida de sulfato cérico. Silica gel 60 (230-400 mesh, da Merck) foi usada nas colunas

cromatografias sob pressdo atmosférica;

As pesagens foram efetuadas em balanca eletrénica analitica (Modelo AX 200) e

semianalitica, das marcas Shimadzu e Bel, respectivamente.

4.2  Coleta e identificacdo do material vegetal

A espécie A. tomentosum foi coletada em maio de 2004, na cidade de Planaltina-GO e
identificada pelo botanico Dr. José Elias de Paula, da Universidade de Brasilia, onde uma
exsicata [No. JEP 3732 (UnB)] encontra-se depositada.
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4.3  Obtencédo do extrato

A casca do caule da planta foi submetida a secagem em estufa a 40°C por 72 horas e
posteriormente a trituracdo. Foram obtidos 3,64 kg da planta seca e triturada. O material foi
submetido a extracdo com 20 L de etanol 90 % em percolador, a temperatura ambiente por 96
h. O extrato obtido foi concentrado sob pressao reduzida, em evaporador rotatério, e forneceu
316,55 g (8,696 %) de extrato etandlico bruto (EEB).

Durante a concentracdo do extrato ocorreu a formacdo de um precipitado amarelado

em grande quantidade. Este foi separado da fracdo soltvel utilizando a metodologia a seguir.
4.3.1 Remocéo do precipitado

Uma aliquota de 74,10 g do extrato etandlico foi suspensa em metanol. A fase
insoltvel foi separada do sobrenadante (agua-mée) por filtracdo a vacuo em funil de buchner,
resultando em 11,10 g (14,98 %) de um precipitado de cor amarela, codificado como ATppt.

4.4  Secagem em Spray dryer

O extrato bruto (17 g) foi suspenso em erlenmeyer em uma mistura de etanol:agua
(3:7). A suspencdo foi adicionado diéxido de silicio coloidal (Aerosil®) até atingir 10% da

massa do material sélido.

O material suspenso foi submetido a atomizacdo em equipamento Mini Spray Dryer,
modelo B-290, da Buchi. O equipamento foi ajustado com o0s seguintes pardmetros:

temperatura de entrada, 160 °C; temperatura de saida, 75 °C; aspirador, 80 %; bomba, 33 %.
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Figura 10. Obtencéo e destino do extrato bruto e do precipitado de A. tomentosum.

Casca do caule de 4. romentosum
"

I

Extracdo e concentracao do extrato

I

Extrato Etanolico Bruto (EEB)

Aliquota Aliquota
do EEB do EEB
| f

I f I
Suspensao em MeOH e

separacao do precipitado Secagem em spray dryer
|

I ' I
Precipitado (Atppt) Extrato atomizado

Fonte: Autor, 2012.
45  Andlise fitoquimica

A prospeccdo fitoquimica foi realizada seguindo a metodologia descrita por Matos

(1997). Amostras do extrato bruto e do precipitado (ATppt) foram usados nestas analises.

4.5.1 Teste para Antocianinas, Antocianidinas e Flavonoides

O extrato bruto e o precipitado foram avaliados quanto a presenca de antocianinas,
antocianidinas e flavonoides. Solubilizou-se 3 mg de cada um dos materiais em 3 mL de
EtOH. Preparou-se trés tubos de ensaio para cada amostra. O pH do tubo 1 foi ajustado para 3
com HCI 3 M. Os tubos 2 e 3 foram alcalinizados a pH 8,5 e pH 11 com NaOH 1 M. As

mudangas de coloragdo observadas foram interpretadas segundo o quadro 2.
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Quadro 2. Coloragfes indicativas para a presenga de antocianinas e antocianidinas, flavonas,

flavonois e xantonas, chalconas e auronas, flananonois.

Coloracgéo observada

Metabdlitos
pH 3 pH 8,5 pH 11
Antocianinas e antocianidinas Vermelho Lilas Azul-parpura
Flavonas, flavonois e xantonas - Amarela
Chalconas e auronas Vermelho Vermelho purpureo
Flananonois - Vermelho alaranjado

Fonte: Autor, 2012 — modificado de MATQOS, 1997

4.5.2 Teste para Leucoantocianidinas, Catequinas, Flavanonas

Dois tubos foram preparados para cada amostra (extrato bruto e extrato atomizado) e
numerados. O pH do primeiro tubo foi ajustado para 2 pela adicdo de HCI 1 M e o segundo
foi alcalinizado com NaOH 1 M até pH 11. Os tubos foram aquecidos por 3 minutos. As

mudancas de coloracdo observadas foram interpretadas segundo o quadro 3.

Quadro 3. Coloragfes indicativas para a presenga de leucoantocianidinas, catequinas e

flavanonas.
. Coloragdo observada
Metabolitos
pH 2 pH 11
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas Pardo-amarelada -
Flavanonas - Vermelho alaranjado

Fonte: Autor, 2012 — modificado de MATOS, 1997
4.5.3 Teste para flavonois, flavanonas, flavanonois e xantonas

Adicionou-se magnésio granulado e 0,5 mL de HCI concentrado a um tubo contendo a
amostra. Aguardou-se o fim da reacdo indicada pelo fim da efervescéncia e observou-se a
mudanca da coloragdo da mistura reacional. O aparecimento ou a intensificagdo de cor
vermelha indica a presenga de flavonois, flavanonas, flavanondis e/ou xantonas, livres ou na

forma de heterosideos.
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4.5.4 Teste para esteroides e triterpernos (Lieberman-Burchard)

Uma aliquota do extrato foi diluida em 2 mL de CHCl; e filtrada em funil coberto com
NaSO, anidro para retirada da agua residual. Ao tubo de ensaio contendo esta solugdo foi
adicionado 1 mL de anidrido acético e, depois de agitacdo branda, adicionou-se H,SO,
concentrado. Depois de nova agitacdo se observou o aparecimento de coloracdo. Coloragédo
azul evanescente seguida de verde permanente indica a presenca de esteroides livres.

Coloragdo de parda até vermelha indica triterpenos pentaciclicos livres.
455 Teste para saponinas

O residuo insoluvel em cloroférmio do teste anterior foi separado, dissolvido em 10
mL de agua destilada e filtrado para um tubo de ensaio. O tubo foi vigorosamente agitado e se
observou se houve a formacéo de espuma. Aparecimento de espuma persistente e abundante é

indicativo da presenga de saponinas.
4.5.6 Teste com reagente de Dragendorff

O extrato foi submetido ao teste com reagente de Dragendorff para avaliacdo da
presenca de alcaloides. O teste é qualitativo e indica a presenca de alcaloides pela formacéo

de um precipitado vermelho-alaranjado.
4.5.7 Teste para antraquinonas, antronas e cumarinas

Os testes para antraguinonas, antronas e cumarinas foram realizados em placa de
CCD. Os extratos foram solubilizados em metanol, aplicados na placa de CCD e eluidos com
uma mistura CHCI3:MeOH (9:1). Ap6s a eluicdo, borrifou-se KOH a 10%, esperou-se secar e
observou-se a presenca das cores indicativas em luz ultravioleta no comprimento de onda de
365 nm. O surgimento de coloracdo azul é indicativo de cumarina, vermelho, de antraquinona,

e amarelo, de antrona.
4.5.8 Teste para fendis e taninos

A um tubo contendo 3 mL da solucéo extrativa adicionou-se trés gotas de uma solucao
alcodlica de FeCls. Apo6s agitagdo, foi observado se houve variacdo de cor ou formacdo de

precipitado. Coloragdo variavel entre azul e vermelho indica a presenca de fendis. A formacédo
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de precipitado azul escuro indica a presenca de taninos hidrolisaveis e de precipitado verde, a

presenca de taninos condensados.
46  Separacao cromatogréfica
4.6.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Os cromatogramas foram obtidos em equipamento HPLC da Shimadzu (sistema:
deseigasificador DGU-20 A5; bomba LC-20AT; forno CTO-10ASVP; controladora CBM-
20A; software LC Solution). O detector foi ajustado para o comprimento de onde de 380 nm.
O fluxo da fase movel foi de 0,6 mL/min, com temperatura do forno de 35°C. Utilizou-se
como fase mével uma mistura de metanol e solucdo de acido acético (0,25%) (70:30) e coluna
C-18 (250 mm x 0,4 mm X 5 pm).

4.6.2 Quantificagdo dos flavonoides por HPLC
Preparacao da solucdo do padrdo de quercetina:

1. Uma amostra de 100 mg do padrdo foi pesada, transferida para um baldo

volumétrico de 50 mL e solubilizada em 40 mL de MeOH em banho ultrassénico por 15

minutos.

2. O volume foi completado para 50 mL a fim de se obter uma concentracdo de 2
mg/mL.

3. Em seguida, 1 mL da solucdo obtida em no item 2 foi transferido para um

baldo de 10 mL e volume foi completado com MeOH para se obter uma concentracéo de 200
pg/mL.

4. A partir da solugdo obtida no item 2, mais duas solugdes com concentragdes
diferentes foram preparadas. Aliquotas de 0,5 e 0,1 mL foram transferidos para baldes de 10
mL e os volumes foram completados com MeOH para se obter concentraces de 100 e 20

pg/mL

Preparacdo das solucGes do extrato bruto, do precipitado (ATppt) e do extrato

atomizado:

o Para as amostras do extrato bruto e do ATppt, seguiu-se 0 mesmo

procedimento usado na preparacdo do padréo de quercetina (1-3), resultando na concentracdo
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de 200 pg/mL, porém, a solubilizacdo da amostra foi feita em uma mistura de
MeOH:(CHj3),CO.

o Para o extrato atomizado, a amostra pesada foi de 111,11 mg, correspondendo
a 100 mg de extrato bruto + 11,11 mg de didxido de silicio coloidal. A metodologia posterior

a pesagem foi igual & usada para o extrato bruto e o precipitado

A partir das solucbes do padrdo de quercetina, a curva de calibracdo foi determinada.
O sistema de solventes MeOH:CH3COOH (0,25 %) foi usado como fase mével e a eluicéao foi
isocratica. As amostras foram injetadas em duplicata e a quantificacdo foi feita a partir do
calculo da &rea sob a curva das amostras analisadas em comparacdo com o padrdo de
quercetina. A andlise foi realizada em sistema HPLC da Shimadzu com os seguintes
parametros: fluxo de 0,6 mL/min; coluna C-18 (250 mm x 0,4 mm x 5 um); forno a 35 °C; e
detector UV ajustado a 380 nm.

4.7 Andlise térmica

A andlise térmica foi realizada no Laboratdrio de Biocombustiveis e Energia (LaBEn).
As curvas de termogravimetria (TG) foram obtidas em equipamento modelo DTG-60, da
Shimadzu. Para o extrato bruto, uma amostra de 5,064 mg foi analisada em cadinho de
platina, com fluxo de ar de 20 mL/min, taxa de aquecimento de 20°C/min e varredura de 20°C
a 800°C. Para o extrato bruto atomizado, uma amostra de 3,92 mg foi analisada nas mesmas
condigdes utilizadas para o extrato bruto.

4.8  Determinacdo de contetdo de agua

O conteudo de agua foi determinado em titulador Karl Fischer, Metler Toledo, modelo
DL38, usando solucdo Hydra-point e metanol anidro. A calibracdo foi realizada em triplicata
com 4gua deionizada. A amostra foi analisada com trés determinagdes, sendo os resultados

expressos em percentagem de agua + desvio padréo.
4.9  Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

Os espectros na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) foram
obtidos em aparelho Varian 660-IR/FT-IR pela técnica de Reflectancia Total Atenuada
(ATR).
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4.10 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN *H (400 MHz) e **C, usando a técnica de APT, (100 MHz)
foram obtidos em equipamento VNMRS-500, da Varian. DMSO-¢s foi 0 solvente utilizado. O

sinal TMS foi utilizado como referéncia interna.
411 Determinacdo da perda por dessecacao

Pesou-se 100 mg do extrato seco. O material foi submetido a dessecacdo em estufa
(100-105°C) por 3 horas. Deixou-se resfriar em dessecador, com silica, e pesou-se. O residuo

seco foi calculado como percentagem de massa (BRASIL, 2010).
4.12 Eficiéncia de secagem

A eficiéncia de secagem foi determinada dividindo-se a massa obtida no processo de
secagem por nebulizacdo pelo valor da massa do extrato hidroalcod6lico somado a massa do

adjuvante acrescentado e multiplicando o resultado por 100.
4.13 Analise Granulométrica

Para a determinacdo da granulometria foram utilizados tamises de aco inoxidavel de
numeragdes 42 (355 pum), 60 (250 pm), 80 (180 pm), 100 (149 pm), 120 (125 pum) e 200 (74
pm). O conjunto de tamises foi montado com o de maior abertura sobre o de menor. A
agitacdo foi feita em equipamento em agitador eletromagnético Produtest. O reostato foi
ajustado para a vibracdo maxima (10). A agitacdo ocorreu por 15 minutos a 25 + 1°C. O

percentual retido em cada tamis foi calculado segunda & equagéo 1.

. . _ Mr ~
% Retida no tamis = —— X 100 Equacéo (1)

onde:
Mr = Massa da amostra retida em cada tamis (em gramas);
Mt = Massa total depositada no tamis de maior abertura (em gramas);

100 = Fator de porcentagem.
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4.14 Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia das particulas solidas foi observada através de Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV), em equipamento JEOL-JSM 6460, sob vacuo, com voltagem de 30 kV.
As fotomicrografias foram obtidas no Laboratorio de Dispositivos e Nanoestruturas (LDN),

com aumentos entre 100 e 3500 vezes.
4.15 Determinacgdo do pH

Uma amostra de A. tomentosum pesando 25 mg foi diluida em 25 mL de agua
destilada a fim de obter a concentracdo de 1 mg/mL. A partir desta, efetuou-se diluigdes, com
agua destilada, atingindo as concentraces de 0,5, 0,25 e 0,1 mg/mL. O equipamento foi
calibrado com padrdes de pH 4 e 7 a 25 £ 1 °C. O eletrodo foi submerso nas solucdes até a
estabilizacdo do valor de pH. O equipamento pHmeter, modelo PHS-3B, da PHTEK foi

utilizado paras as analises.
4.16 Determinacao da atividade antirradicalar

A atividade antioxidante dos extratos bruto e atomizado na concentragédo de 4,95
pg/mL foi determinada pelo método de captura do radical ABTS. O preparo do radical ABTS
[2,2-Azonobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)] foi realizado a partir da mistura de 5
mL de uma solugcdo de ABTS 7 mM com 88 L de persulfato de potassio 140 mM, que foi
mantida no escuro, por 16 horas. Em seguida, a mistura reacional foi diluida com &lcool
etilico até atingir a absorvancia de 0,70nm + 0,05. O trolox foi utilizado como padréo e
diferentes concentracfes foram usadas (100-4000 puM) para se obter a curva de calibracdo. A
leitura foi realizada em A igual a 734 nm, usando etanol como branco para calibrar o
espectrofotometro (RUFINO et al., 2007).



5 Resultados e Discussao
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Analise fitoquimica e elucidacgao estrutural

A partir do extrato bruto de A. tomentosum realizou-se uma analise fitoquimica
preliminar a fim de avaliar, de forma qualitativa, as classes de metabolitos secundarios

presentes. O quadro 4 apresenta os resultados obtidos na prospeccéo.

Quadro 4. Prospeccéo fitoquimica do extrato da casca do caule de A. tomentosum.

Teste Resultado encontrado
Antocianinas Positivo
Antocianidinas Positivo

Flavonoides Positivo
Leucoantocianidinas Positivo

Catequinas Positivo

Flavononas Positivo

Flavondis Positivo

Xantonas Positivo

Esteroides e Triterpenos Esteroides livres
Saponinas Positivo

Alcaloides Negativo
Antraquinonas Negativo

Antronas Negativo

Cumarinas Negativo

Fendis e Taninos Taninos condensados de catequinas

Dois dos resultados apresentados acima atraem a atengéo: a auséncia de alcaloides e a
presenca de flavonoides. Como ja mencionado, o género Aspidosperma € reconhecido pela
producdo de alcaloides. Estudos com a casca do caule de A. ramiflorum (TANAKA et al.,
2006) e de A. pyrifolium (ARAUJO-JUNIOR et al., 2007) relatam o isolamento de alcaloides
com esqueleto monoterpenoinddlico. O trabalho de Aquino (2006) descreve alcaloides
obtidos a partir dos ramos, das folhas, das sementes e dos arilos de A. tomentosum. A uleina
foi isolada a partir do caule desta espécie (DA SILVA et al., 2001), ndo ha, contudo, relatos

de alcaloides obtidos da casca do seu caule.
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O teste positivo para flavonoides desperta interesse devido a escassez de achados desta
classe de produtos naturais no género Aspidosperma, sendo o0 unico artigo publicado nesse
contexto o trabalho de Pelloto e Del Pero (1995). O precipitado em metanol (ATppt), também
positivo para flavonoides, chamou atencdo quanto a quantidade obtida, cerca de 15% do
extrato usado para a precipitagdo, e quanto ao modo pelo qual foi obtido, através de
precipitacdo e subsequente filtracdo simples. A analise por CCD sugeriu a presenca de dois

componentes majoritarios na amostra (Figura 10).

Figura 11. CCD do extrato bruto de A. tomentosum (esquerda) e do ATppt (Fase movel
CHCI;:CH3COOCH,CH;:CH3;COOH - 4:1:0,1).

’-__ e

Fonte: Autor, 2012.

O ATppt foi submetido a analise espectroscopica na regido do infravermelho e o
espectro resultante é mostrado na figura 10. O espectro mostra uma banda larga em 3220 cm™
caracteristica de O—H em liga¢do de hidrogénio e estiramentos de ligacdo C-H de metila e/ou
metileno (2954 e 2850 cm™). O estiramento de forte intensidade em 1655 cm™ se encontra na
regido de grupo C=0 de aril-cetona (LOPES; FASCIO, 2004). Os estiramentos na faixa de
1605-1470 cm™ sugerem a presenca de ligagdes C=C de composto aromatico. Esperar-se-ia
encontrar estiramentos relativos as ligagdes Cspo—H de anel aromatico entre 3100 e 3010 cm™,
entretanto, estes podem estar encobertos pela banda larga da hidroxila. Varias bandas
decorrentes de deformacéo no plano de ligacdes Csy,—H aromaticas sdo encontras na faixa de
1300-100 cm™, no entanto, raramente sdo Uteis para a interpretacdo do espectro, pois
deformacgdes de outros grupos absorvem na mesma regido (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ,
2001; SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

Os grupamentos apontados pelo espectro no infravermelho condizem com o0s
encontrados na estrutura de flavonoides. No intuito de elucidar a composic¢do do precipitado,

analises de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *3C foram realizadas.



Figura 12. Espectro na regido do infravermelho de ATppt.

Fonte: Autor, 2012
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O espectro de RMN *3C (APT — 100 MHz) de ATppt (Figura 12) apresentou 16 sinais
com os seguintes deslocamentos quimicos (8) : 175,81; 163,71; 160,62; 156,11; 148,78,
147,31; 146,58; 135,7; 121,91, 121,66; 115,49; 111,76; 102,96; 98,14; 93,52; 55,75 ppm.
Destes, seis sinais sdo oriundos de carbonos ligados a atomos de hidrogénio, sendo cinco de
carbonos metinicos (121,66, 115,49, 111,76, 98,14 e 93,52 ppm) e um de carbono com
hibridizacdo sp*® (55,75 ppm). O sinal do solvente (DMSO-¢5) aparece em 39,41 ppm
(GOTTLIEB; KOTLYAR; NUDELMAN, 1997). O sinal em 55,75 ppm indica a presenca do
grupo metoxila (OCHj3) na estrutura. O espectro no infravermelho (Figura 11) apresenta os
estiramentos esperados para estruturas que contém uma funcao fenilalquiléter (1243 e 1035
cm™) (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001). O
grupamento carbonila apontado pelo espectro no infravermelho (Figura 11) aparece como 0
sinal em campo mais baixo do espectro de RMN **C (& 175,81 ppm).

A excegido do carbono do grupo metoxila, todos os valores de & estdo relacionados a
carbonos com hibridizagdo sp?. Os deslocamentos encontrados, junto com auséncia de sinal
para carbono sp® além do observado na metoxila, levam a crer que a estrutura (ou estruturas)
estudada seja a de uma flavona ou um flavonol (Figura 2). O valor de deslocamento da
metoxila fornece mais uma informacdo, o grupo esta localizado em posicdo sem impedimento
estérico, com o proximo a 56 ppm, pois, caso este efeito estivesse presente, o valor de 0
estaria proximo a 60 ppm. No caso da metoxilacdo em C-3 (3-O-metilquercetina), o valor de &
fica em torno de 59 ppm. Com isto, as possibilidades para a posi¢cdo da metoxila diminuem
para os carbonos 7, 3’ ou 4’ (SILVA; CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009).

Os deslocamentos em 98,14 e 93,52 ppm, relacionados a carbonos metinicos
aromaticos aparecem abaixo da faixa de & para carbonos aromaticos. Estes valores sdo
consistentes com a presenca de grupos OH como substituintes nas posicdes 5 e 7 do anel A
(SILVA; CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009). Grupos hidroxila em posi¢do orto aumentam a
blindagem do nuacleo de carbono, o que diminui o deslocamento quimico (PAVIA;
LAMPMAN; KRIZ, 2001). Estes dados sugerem que os valores de 6 estejam relacionados a
C-6 (98,14 ppm) e a C-8 (93,52 ppm), sendo o valor inferior atribuido ao carbono 8 devido ao
padrdo de substituicdo em relagdo a ele, exibindo um OH em posi¢do orto (C-7) e um em
para (C-5), uma funcdo éter em orto (posicdo 1) e uma carbonila em meta (C-4).
Considerando este padrao de substituicao para o anel A, os valores de 6 163,71 e 160,62 ppm

seriam atribuidos aos carbonos hidroxilados 7 e 5, respectivamente. O maior 6 ¢ atribuido ao
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C-7 devido ao padrédo de substituicdo deste em relagéo ao C-5, a carbonila em posicéo para
relativa ao C-7 confere maior efeito de desprotecdo do que a mesma em posicdo orto em
relagcdo ao C-5 (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001).

Figura 13. Espectro de RMN *3C de ATppt (100 MHz, DMSO-g). (A) Espectro completo; (B)
Expanséo na faixa de 50-180 ppm.
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Dando continuidade as atribuicdes dos deslocamentos quimicos do anel A, o0s
carbonos 9 e 10 foram analisados. Para o carbono em posicdo 9, espera-se um valor de &
elevado, pois ele estd ligado a um atomo de oxigénio, tem uma carbonila em orto e duas
hidroxilas em meta. Dito isto, sugere-se que o & de C-9 seja 0 de 156,11 ppm. Este valor esta
de acordo com o trabalho de Silva, Carvalho e Braz-Filho (2009), onde os autores analisaram
16 flavonois e encontraram valores de 6 de C-9 entre 156 e 158 ppm em 11 deles. Ja para o
carbono 10, as posicdes relativas dos substituintes conferem maior protecdo, a presenca da
carbonila em posi¢do ipso (C-4), as hidroxilas em orto e em para (C-5 e C-7,
respectivamente), e a funcdo éter em orto fazem com que este carbono se encontre na regido
mais protegida do espectro de carbonos aromaticos. Quando se analisam 0s sinais exibidos no
espectro da figura 12, pode-se sugerir para o carbono 10 o deslocamento quimico de 102,96
ppm. No mesmo trabalho citado acima, os autores encontraram para a maioria dos valores de

d de C-10 valores proximos a 104 ppm.

Com os dados obtidos até aqui, pode-se propor um esqueleto de flavona ou flavonol
para 0s compostos presentes no ATppt. Através da analise do valor de & do C-3 é possivel
diferenciar entre as estruturas de flavondis e flavona. O deslocamento quimico deste carbono,
no caso das flavonas sem substituintes no C-2’, encontra-se proximo a 105 ppm (PELTER,;
WARD; GRAY, 1976). O carbono 3 dos flavondis, por outro lado, gera um sinal com 6
maior, geralmente entre 135 e 140 ppm, devido a presenca do grupamento OH (SILVA;
CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009). Assim, pode-se atribuir o sinal em 135,73 ppm ao
carbono em posicdo 3 e propor uma estrutura de flavonol (39) para os compostos encontrados
no precipitado, com o anel A apresentando o padrdo de substituicdo di-hidroxilado nas
posicdes 5 e 7, como mostrado na figura 13. Os radicais (R) mostrados na figura 13 podem
ser os grupos OH ou OCHs.
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Figura 14. Estrutura do esqueleto de flavonol proposto para os compostos presentes em ATppt.
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Fonte: Autor, 2012.

Como foi visto na CCD (Figura 10), o ATppt é constituido por, pelo menos, dois
compostos. Somados a isto, os resultados obtidos no espectro de *C sugerem que, havendo
dois ou mais compostos, suas estruturas devem ser muito proximas, pois, em caso contrario,
esperar-se-ia mais sinais de carbono. No espectro de *H RMN (Figura 14), os sinais dos
atomos de hidrogénio reforcam a ideia de que ha dois compostos com estruturas correlatas. O
espectro mostra sinais que parecem estar duplicados, com deslocamentos proximos e com a
mesma multiplicidade, mas com intensidades diferentes. A excecdo € o simpleto em 3,83
ppm. Este corresponde ao sinal do grupo metoxila, com integracdo para trés atomos de
hidrogénio, indicando que o grupo esta presente em apenas um dos compostos. O sinal em
12,4 ppm indica a presenga de hidroxila em ligagdo de hidrogénio, o que corrobora com os
dados de *3C em relagéo a substituicio no carbono 5 (Figura 12).

O espectro de 'H apresenta 10 sinais de hidrogénios ligados a carbonos aromaticos
(Figura 14): um dupleto (d) em 7,74; um duplo dupleto (dd) sobreposto a um dupleto em 7,67,
dd em 7,52; d em 6,93; d em 6,87; d em 6,46; d em 6,39; d em 6,18; e d em 6,17 ppm.
Destacam-se ainda os sinais relativos ao solvente (DMSO-46) em & 2,49 ppm e a agua residual
presente neste (0 3,29 ppm) (GOTTLIEB; KOTLYAR; NUDELMAN, 1997). Os maiores
valores de & nos flavonois sdo encontrados nos hidrogénios ligados aos carbonos 2’ (H-2") e

6’ (H-6") (MOUSALLAMI; AFIFI; HUSSEIN, 2002; SILVA; CARVALHO; BRAZ-FILHO,
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2009). Pode-se diferenciar H-2’ ¢ H-6" através do acoplamento, pois este ¢ o Unico a

apresentar um duplo dupleto.

Figura 15. Espectro de 'H RMN de ATppt (400 MHz, DMSO-g). (A) Completo; (B) Expanséo na
faixa de 6-8 ppm.
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De forma semelhante ao que foi mostrado no espectro de RMN *C, o padrdo de
substituicdo do anel A dos flavonoides confere aos atomos de hidrogénio presentes nele maior
protecdo no espectro de 'H RMN. O carbono 5, por sua vez, apresenta 0 de valor
intermediéario com acoplamento em orto. Apds a anélise dos espectros, os dados obtidos a
partir do ATppt foram comparados com os encontrados na literatura. A tabela 1 relaciona os

valores de & de **C com os flavonéis ja descritos.

Tabela 1. Comparacédo dos dados de *C RMN [& (ppm), DMSO-¢, 100 MHz) do ATppt com
dados da literatura.

Carbono ATppt Quercetina® 3-O-metil-  Isorramnetina®  4’-O-metil-

quercetina® quercetina®
C-2 148,78 146,9 155,43 146,7 146,1
C-3 135,7 135,5 137,94 135,9 136,0
C-14 175,81 175,8 178,94 175,9 175,8
C-5 160,62 160,7 161,87 160,7 160,6
C-6 98,14 98,2 98,03 98,3 98,1
C-7 163,71 163,9 163,57 164,0 163,8
C-8 93,52 93,3 93,1 93,7 93,3
C-9 156,11 156,2 156,49 156,2 156,1
C-10 102,96 103,1 104,59 103,1 102,9
Cc-1’ 121,91 122,1 121,68 122,1 123,3
c-2’ 111,76 115,3 114,59 111,8 1145
C-3’ 146,58 145 144,59 147.4 146,2
C-4 147,31 147,6 147,78 148,9 149,2
C-5’ 115,49 115,6 114,19 115,6 111,7
C-6’ 121,66 120 120,78 121,8 119,7
OCH3; 55,75 - 58,84 55,8 55,5

1 MARKHAM; TERNAI, 1976; “SILVA; CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2009; °LEE et al.., 2008.
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Os resultados obtidos no espectro de *H RMN estdo descritos nas tabelas 2 e 3. As
atribuicoes das posicGes dos atomos nas estruturas foram confirmadas nos espectros de RMN
HSQC (Figura 16) e HMBC (Figura 17). A tabela 2 mostra os valores de 6 do composto nao
metoxilado (composto 1), que apresenta sinais com intensidade menor, e a tabela 3, os valores
da substédncia metoxilada (composto 2). Os resultados s&o comparados com dados

encontrados na literatura.

Tabela 2. Comparacdo dos dados de 'H RMN [& (ppm), J (Hz), DMSO-g, 400 MHz)] do

composto 1 com dados da literatura.

Composto 1 Quercetina
H-6 6,17 (d, J=2,5) 6,26 (d, J=2,5)
H-8 6,39 (d, J=2,5) 6,53 (d, J=2,5)
H-2° 7,67 (d, J=2,5) 7,83 (d, J=2,5)
H-5° 6,87 (d, J=8) 6,99 (d, J=9)
H-6’ 7,52 (dd, J=2,5 e 8) 7,7 (dd, J=2,5 ¢ 9)

TKURKIN; PRAVDIVTSEVA, 2007

Tabela 3. Comparacdo dos dados de '"H RMN [§ (ppm), J (Hz), DMSO-¢, 400 MHz) do

composto 2 com dados da literatura.

Composto 2 Isorramnetina’ 4-O-metilquercetina®
H-6 6,18 (d, J=2,5) 6,19 (d, J=2,1) 6,19 (d, J=2,1)
H-8 6,46 (d, J=2,5) 6,47 (d, J=2,1) 6,42 (d, J=2,1)
H-2’ 7,74 (d, J=2,5) 7,75 (d, J=2,1) 7,67 (m)
H-5’ 6,93 (d, J=8) 6,94 (d, J=8,5) 7,65 (m)
H-6’ 7,67 (dd, J=2,5e8) 7,68 (dd, J=2,1 ¢ 8,5) 7,08 (d, J=8,4)
OCH3 3,83 () 3,84 (5) 3,84 (5)

!LEE et al., 2008
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Os dados apresentados levam a identificacio do composto 1 como o flavonol
quercetina (40) (3,5,7,3’,4’-penta-hidroxiflavona) (Figura 15). Para o composto 2, a posi¢éo
da metoxila pode ser confirmada, junto com os dados mostrados na tabela 3, através do
espectro de NOESY (Figura 18). O espectro mostra a interacdo entre os atomos de hidrogénio
da metoxila e o hidrogénio ligado ao C-2’, confirmando que o grupo OCHj3 esté ligado ao
carbono 3’. Assim, o composto 2 foi identificado como o flavonol isorramnetina (41) (3°-O-
metilquercetina) (Figura 15). Como ja discutido, os glicosideos destes flavonoides foram
isolados de A. quebracho-blanco (PELLOTO; DEL PERO, 1995), no entanto, o isolamento
das formas agliconas ainda néo fora feito para este género.

Figura 16. Flavondis isolados de A. tomentosum (ATppt): Quercetina (40) e Isorramnetina (41).
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Fonte: Autor, 2012.
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Figura 17. Espectro de HSQC RMN de ATppt (A) e ampliacéo (B) (*H 400 MHz, **C 100 MHz,
DMSO-g).
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Figura 18. Espectro HMIBC RMN de ATppt (*H 400 MHz, **C 100 MHz, DMSO-).
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Figura 19. Espectro NOESY RMN de ATppt (*H 400 MHz, *C 100 MHz, DMSO-g).
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5.2  Obtencéo do extrato seco em spray dryer

O extrato bruto de A. tomentosum foi utilizado para a obtencdo de um produto
farmacéutico intermediario na forma de po através secagem por aspersdo em spray dryer. O
diéxido de silicio coloidal (Aerosil®) foi escolhido como adjuvante a ser adicionado durante o
processo de secagem devido as caracteristicas tecnoldgicas que confere ao produto, como o
aumento no rendimento de secagem, baixa umidade residual e tamanho de particulas uniforme
(VASCONCELOS et al., 2005; OLIVEIRA; PETROVICK, 2009). A tabela 4 descreve a

formulacédo do extrato seco e o rendimento do processo de secagem.

Tabela 4. Rendimento do processo de secagem.

Extrato bruto (g) Dioxido de silicio coloidal (g) Extrato seco (g)  Rendimento (%)

15 1,5 8,08 49

O rendimento do processo de secagem apresenta grande variacdo, a depender do tipo
da amostra e dos parametros estabelecidos. O rendimento obtido com o extrato de A.
tomentosum (49%) apresenta valor intermediario, sabendo-se que a faixa de rendimentos
encontrados para o processo é extensa. Como exemplos, temos os rendimentos para a
obtencdo de p6 de lisozima, de 55 a 75% (CHARNVANICH; VARDHANABHUTI;
KULVANICH, 2010), de exopolissacrideos do cogumelo Agaricus brazei, de 24 a 42%
(FERNANDES et al., 2001) e Céscara sagrada (Rhamnus purshiana), de 55 a 85% (GALLO
etal., 2011).

5.3  Caracterizacédo do extrato seco em spray dryer
5.3.1 Espectroscopia na regido do infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho é muito Gtil na caracterizacdo dos grupos
funcionais de compostos organicos, sejam puros ou em misturas complexas. Além desta
funcdo, esta técnica pode auxiliar na avaliagdo da qualidade do produto obtido na secagem por

aspersdo. A figura 19 compara os espectros do extrato bruto (azul) e do extrato atomizado
(preto).



Figura 20. Comparacao entre os espectros do extrato bruto (em azul) e do extrato atomizado de A. tomentosum (em preto).
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A tabela 5 mostra os valores dos estiramentos presentes nos espectros no
infravermelho dos extratos bruto e atomizado e grupos quimicos aos quais estdo associados.
Os estiramentos do extrato atomizado representam os valores da composicéo de extrato bruto

e diéxido de silicio coloidal.

Tabela 5. Valores dos estiramentos na regido do infravermelho dos extratos bruto e atomizado
de A. tomentosum e grupos quimicos caracteristicos aos quais estdo associados.

Grupos caracteristicos Extrato bruto (cm™) Extrato atomizado (cm™)
O-H 3233 3360
2916 2916
Csp*-H
2847 2850
1736 -
C=0 1701 1709
1659 1651
1609 1601
1558 1562
C=C de aromatico
1516 1512
1454 1454
Csp>-H 1377 1375

Dentre os valores apresentados na tabela 5, dois chamam atencdo: o deslocamento da
banda da ligacdo O—H de 3233 para 3360 cm™; e desaparecimento do estiramento em 1736
cm™. Estes dados estdo relacionados & presenca do adjuvante. O di6xido de silicio coloidal
apresenta uma banda larga em 3700-3200 cm™ (Si—-O-H), uma banda de baixa intensidade em
1740-1700 cm™ (Si=O) e uma banda larga e de alta intensidade proximo a 1100 cm™
(LONGHINI, 2006; SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). A presen¢a dos grupos OH do
extrato e do adjuvante forma a banda larga com maximo em 3360 cm™. O valor de 1709 cm™,
por sua Vez, representa 0 maximo de absorcdo da banda que vai de 1755 a 1682 cm™,

englobando os trés estiramentos em uma Unica banda.
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A tabela 6 mostra os dados de comparacdao das deformagdes na regido de “impressao
digital” do espectro no infravermelho (LOPES; FASCIO, 2004). Os resultados exibidos na
tabela 5 e 6, apresentando estiramentos compativeis para o extrato antes e depois do processo

de secagem, constituem um indicativo da qualidade do produto.

Tabela 6. Valores das deformacdes na regido do infravermelho dos extratos bruto e atomizado

de A. tomentosum.

Extrato bruto (cm™) Extrato atomizado (cm™)
1315 1315
1258 1259
1242 1243
1165 1165
1091 1088
1015 1014
864 868
822 818
790 787
718 714
671 680
637 636

602 602
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5.3.2 Anadlises térmicas e determinagdo de umidade residual

O uso das andlises térmicas no controle de qualidade e na padronizacdo de extratos
vegetais é bastante difundido, atuando como ferramenta em estudos de compatibilidade com
excipientes (COSTA et al, 2011; MEDEIROS; MEDEIROS; MACEDO, 2002). O
comportamento térmico do extrato bruto (Figura 20; Tabela 7) e do extrato atomizado (Figura

21; Tabela 8) de A. tomentosum foi avaliado atraves de analise termogravimétrica.

A decomposi¢do térmica do extrato bruto aconteceu em cinco estagios principais, 0
que é evidenciado pela derivada da curva termogravimétrica (Figura 20), sendo as duas
primeiras perdas de massa atribuidas a umidade presente na amostra. As duas etapas seguintes
constituem a decomposi¢do térmica dos metabolitos secundarios presentes na amostra e a
Ultima etapa caracteriza a carbonizacdo da matéria organica restante. As etapas de

decomposicdo térmica do extrato bruto estdo descritas na tabela 7.

Figura 21. Curva termogravimétrica do extrato bruto de A. tomentosum.

TGA DITGA
% mg/min
100.00-
4010
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4 0.00
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40.00- 4-0.10
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4-0.20
-0.00
-0.00 100.00 200.00 300.00 200.00 500.00 600.00 700.00
Temp [C]

Fonte: Autor, 2012.
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Tabela 7. Etapas de perda de massa obtidas da curva termogravimétrica do extrato bruto de A.

tomentosum.

Etapas de decomposicao térmica T (°C) Perda de massa (%)
18 23-70 1,531

28 71-132 3,163

3 133-347 32,857

42 348-477 27,398

5a 480-660 34,770

A curva termogravimétrica do extrato atomizado apresenta quatro estagios de
decomposic¢do térmica, contrastando com o0s cinco estagios descritos para o extrato bruto. As
duas primeiras etapas mostradas na derivada da curva (Figura 21), de forma anéaloga a do
extrato bruto, sdo oriundas da presenca de solvente residual na amostra de extrato atomizado e
resultam na perda de 5,45% de massa (Tabela 8). A perda por dessecacdo, determinada em
estufa, indica um valor de umidade residual compativel com o encontrado na analise

termogravimeétrica, de 5,4%.

Figura 22. Curva termogravimétrica do extrato atomizado de A. tomentosum.
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Fonte: Autor, 2012.
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Tabela 8. Etapas de perda de massa obtidas da curva termogravimétrica do extrato atomizado

de A. tomentosum.

Etapas de decomposicao térmica T (°C) Perda de massa (%)
1&
23-84 4,21
2&
85-123 1,24
3&
124-301 20,56
4&
302-525 46,31

No intuito de determinar de forma precisa o contetdo de &gua do extrato atomizado, o
método de Karl Fischer foi utilizado. A tabela 9 relaciona as massas de amostra analisadas as

percentagens de dgua encontradas.

Tabela 9. Determinacao do contetdo de agua do extrato atomizado de A. tomentosum.

Extrato bruto de A. tomentosum (mg) Agua (%)
25,6 5,36
26,1 5,19
27,2 5,31
Média (Desvio padrao) 5,287 (+0,071)

O controle da umidade residual é fundamental, visto que o conteudo de agua
influencia em outras propriedades do pd, como a densidade e a solubilidade (GOULA;
ADAMOPOQULQS, 2005), além de propiciar o crescimento microbiolégico e acelerar reaces
quimicas, como processos de oxidacdo. A presenca do didxido de silicio coloidal como
adjuvante de secagem, além da temperatura de entrada do equipamento, auxilia na

manutencdo da baixa umidade requerida em um produto farmacéutico. (GALLO et al., 2011).

A terceira decomposicdo térmica ocorre entre 124 °C e 301 °C, com uma perda de
massa mais significativa, 20,56%, que corresponde ao inicio da degradagdo dos metabdlitos
secundarios presentes no extrato atomizado. O Ultimo estagio apresenta a maior perda de
massa para as duas amostras estudadas. Contudo, 0 extrato atomizado origina um residuo de
massa ao final da analise maior do que o esperado. Apesar de a formulagdo ser composta de

10 % de Aerosil® e 90% de extrato bruto, 0 material submetido ao processo de secagem ainda
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retém cerca de 27% de massa em temperatura superior a 600 °C. Um efeito semelhante foi
observado em uma mistura binaria de Aerosil® e acido galico (1:1) (LONGHINI, 2006), onde
a formulacédo apresenta apenas 20% de perda de massa e ndo, os 50% esperados. Estes dados

sugerem que houve acimulo de dioxido de silicio durante o processo de secagem.

5.3.3 Determinagéo do pH do extrato atomizado

O pH € um fator de grande importancia para a qualidade de medicamentos,
influenciando na velocidade de reagGes quimicas e no crescimento microbiolégico (LIU et
al.., 2011). O pH do extrato atomizado foi determinado em solucdo com trés concentracdes:
0,5, 0,25 e 0,1 mg/mL (Figura 22). A tabela 10 relaciona os valores de pH as concentracdes

avaliadas.

Figura 23. Valores de pH em fungéo da concentracdo do extrato atomizado de A. tomentosum.
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Fonte: Autor, 2012

Tabela 10. Valores de pH obtidos para solugdes de extrato atomizado de A. tomentosum em

diferentes concentracdes.

Concentragdo (mg/mL) pH
0,1 6,82
0,25 6,27
0,5 4,93

1 4,11
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Os valores de pH apresentados sdo coerentes com o0s dados apresentados na
prospeccdo fitoquimica do extrato (quadro 4). A acidez do extrato é condizente com sua
composicao rica em compostos de natureza acida, como os flavonoides descritos, e com a

auséncia de compostos alcaloidicos, que poderiam conferir alcalinidade a amostra.

5.3.4. Andlise Granulométrica

A granulometria do p6 obtido pelo processo de aspersdo foi expressa em fungdo da
abertura da malha dos tamises utilizados (BRASIL, 2010). Os resultados do ensaio de
tamisacdo (Figura 23; Tabela 11) evidenciam que o produto se apresenta finamente dividido e

que a maior parte do p6 se encontra em uma faixa estreita de distribuicdo granulométrica.

Figura 24. Determinacao da distribui¢do granulométrica do extrato atomizado de A.

tomentosum.
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Fonte: Autor, 2012.
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A tabela 11 relaciona a massa retida em cada tamis, e a percentagem desta massa em

relacdo ao total depositado no tamis superior, com o didmetro de cada tamis usado.

Tabela 11. Determinagdo da distribuicdo granulométrica do extrato atomizado de A.

tomentosum.
Abertura da malha (um) Massa retida (mg) Massa retida (%)
355 123 9,3
250 1429 10,7
180 165,8 12,4
149 95,8 7,3
125 58 4,5
74 389 28,8
Menor que 74 361 26,8

O tamanho de particula exibido pela analise granulométrica do extrato atomizado se
encontra dentro da faixa esperada para produtos obtidos por secagem em spray dryer, sendo 0
didmetro médio, geralmente, inferior a 200 um (CELIK; WENDEL, 2005), contudo, valores
maiores também sdo encontrados (COSTA et al., 2009). No presente estudo, cerca de 80% da
massa do po apresentou diametro inferior a 200 um e mais da metade (55,3%), menor que 125
um. Este tamanho reduzido é interessante como perspectiva para o desenvolvimento de uma
formulacdo farmacéutica sélida do extrato, pois pode propiciar, devido a alta superficie de
contato que apresenta, maior velocidade de dissolucdo e, por conseguinte, contribuir para a

absorcéo por via oral.
5.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia das particulas foi analisada por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV). A figura 24 mostra as fotomicrografias do extrato atomizado obtidas com aumentos
entre 100 e 3500 vezes.
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Figura 25. Fotomicrografias do extrato atomizado de A. tomentosum.

LDN-UFPE b ¢ X B E B rarn LDN-UFFE

LDN-UFPE K ] Srm LDN-UFPE

Fonte: Autor, 2012.

As fotomicrografias mostram aglomerados de particulas esféricas com diametros
variando entre 10 e 20 pum. Tanto a forma esferoidal quanto o tamanho reduzido s&o
caracteristicas esperadas para produtos obtidos a partir do método de secagem em estudo
(SOUZA, 2003; OLIVEIRA, 2007). A figura 24 mostra ainda que a distribuicdo
granulométrica apresentada pelo extrato atomizado (Figura 23; Tabela 11) decorre da

presenca dos aglomerados das particulas esféricas.
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5.4  Determinacéo do teor de quercetina e isorramnetina no precipitado e nos

extratos bruto e atomizado por HPLC

Inicialmente, foram estabelecidas condi¢Oes de separacdo que proporcionassem
resolucdo adequada entre as bandas dos dois flavonoides identificados na se¢do 5.1 e baixo
tempo de analise, de forma a otimizar o experimento e evitar o desperdicio de solvente. A
eluicdo foi realizada com o sistema de solventes MeOH:CH3;COOH (0,25%), de forma
isocratica, nas seguintes proporcles: 55:45; 60:40; 70:30: e 73:27. As figuras 25 e 26

mostram os cromatogramas do precipitado.

Figura 26. Cromatogramas de ATppt com fase mével MeOH:CH3;COOH (A) 55:45 e (B) 60:40.
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Figura 27. Cromatogramas de ATppt com fase mdével MeOH:CH;COOH (A) 70:30 e (B) 73:27.
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Fonte: Autor, 2012.

Com base nos cromatogramas obtidos de ATppt, a fase mével com metanol e acido
acético a 0,25% na proporcao de 70:30 (Figura 26. A) foi escolhida para a quantificacdo
subsequente. O passo seguinte consistiu na injecdo de trés concentracbes do padrdo de
quercetina (20, 100 e 200 pg/mL) a fim de se estabelecer a relacdo entre a concentracdo de
cada amostra injetada e a area sob a curva (ASC) gerada nos cromatogramas, mostrados na
figura 27.
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Figura 28. Cromatogramas do padréo de quercetina nas concentracdes (A) 200 pg/mL, (B) 100

pg/mL e (C) 20 pg/mL.
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O padréo de quercetina, com 98,7% de pureza, apresenta tempo de retencdo de 6,6
minutos nas condicdes estabelecidas e a area da banda (Tabela 12) é proporcional a
concentracdo da amostra. A partir desta relacdo entre a area e a concentracao foi construida a
curva de calibragdo mostrada na figura 28, com a equagéo da reta representa por y = 106758x
- 294847 e que se mostrou linear no intervalo de estudo, com R? = 0,9997.

Tabela 12. Relagdo entre os valores de concentracdo da solucdo de quercetina e a area sob a

curva apresentada nos cromatogramas.

Concentragéo do padrdo de Concentracdo liquida de i
_ _ Area sob a curva
quercetina (98,7% puro) (ng/mL) quercetina (ng/mL)

20 19,74 1925905
100 98,7 10038087
200 197,4 20869790

Figura 29. Curva de calibracao do padrao de quercetina mostrando a relagdo linear entre a

concentracao e a area sob a curva.
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Fonte: Autor, 2012.

As amostras dos extratos bruto e atomizado e de ATppt, na concentragéo de 200
pg/mL, foram eluidas sob as mesmas condicGes utilizadas para o padrdo de quercetina. Os

cromatogramas para estas amostras séo exibidos na figura 29.
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Figura 30. Cromatogramas (A) de ATppt, (B) do extrato bruto e (C) do extrato atomizado de A.
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Os cromatogramas (Figura 29) mostram um pico com tempo de retencdo de 6,6
referente a quercetina e o pico da isorramnetina em 8,4 minutos. A comparacdo entre 0s
valores de ASC obtidos para as amostras analisadas e a curva de calibracdo do padréo de
quercetina permite estipular as concentragdes dos flavonoides nos extratos bruto e atomizado
e em ATppt (Tabela 13).

Tabela 13. Relagdo entre a &rea sob a curva (ASC) e a concentracdo de quercetina e
isorramnetina em ATppt e nos extratos bruto e atomizado de A. tomentosum.

ASC — ASC - Concentragéo de Concentracéo de
Amostras ] _ ) ) ) .
quercetina  isorramnetina quercetina (ug/mL) isorramnetina (ug/mL)
ATppt 3631381 4769646 36,3 47,7
Extrato bruto 5053427 2872838 50,5 28,7
Extrato
_ 2918781 496852 29,2 5

atomizado

Os dados exibidos na tabela 13 confirmam a alta concentragdo destes compostos na
parte da planta estudada, onde para o extrato bruto da casca do caule, a soma das
concentracdes dos dois flavonoides representa cerca de 44% da concentracdo injetada. Este
resultado é ainda mais significativo quando comparado com o teor de flavonoides de matérias
primas para producdo de fitoterapicos a base de Ginkgo biloba, espécie conhecida pela
producdo desta classe de compostos, encontrado por Bara, Cirilo e Oliveira (2004), que variou

de 22 a 28% para extratos secos padronizados obtidos de diferentes fornecedores.

A figura 29 mostra a diferenca da proporcao entre os dois flavonoides no extrato bruto
e no precipitado. Apesar de a concentracdo de quercetina ser maior no extrato, durante o
processo de precipitacdo, maior quantidade de isorramnetina foi retida na fase solida,
evidenciando a diferenca de solubilidade entre os dois compostos conferida pelo grupo OCHs.
O extrato atomizado apresentou, por sua vez, teor dos dois compostos inferior ao esperado
(17,3%), sobretudo para a isorramnetina. O cromatograma mostra ainda trés bandas com
tempos de retencdo entre 3 e 6 minutos que, apesar da apesar da baixa concentragdo, podem
indicar a presenca de produtos de degradagdo oriundos da amostra. A degradacdo de
compostos durante o processo de secagem ndo € comum, mas ja foi reportada na literatura,
Souza (2003), por exemplo, observou elevados valores de degradagdo de flavonoides em

produto obtido em spray dryer.
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Estes dados, associados aos resultados de termogravimetria (residuo, acima de 600 °C,
superior ao valor de 10% de dioxido de silicio adicionado) (Figura 21), sugerem que, a
concentracéo final de Aerosil® no produto pode ser maior do que a adicionada & formulagéo.

A baixa solubilidade dos compostos estudados pode ser um dos motivos para este resultado.
5.5  Determinacdo da atividade antirradicalar pelo método de ABTS

A atividade antioxidante do extrato bruto, do extrato atomizado e de ATppt foi
determinada pela captura do radical livre ABTS, o composto antioxidante trolox (acido 6-
Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico) foi usado como padrdo para comparacao e
os resultados foram expressos como uM de equivalente trolox (RUFINO et al., 2007). As
amostras foram preparadas com concentragdo de 0,5 mg/mL e, a partir destas, aliquotas de 2
pL foram utilizadas para volume final de analise de 202 uL, resultando em uma concentracdo
final de 4,95 pg/mL. A figura 29 mostra a percentagem de inibi¢do equivalente a cada uma

das amostras.

Figura 31. Percentagem de inibicéo do radical ABTS para o ATppt, o extrato bruto e o extrato

atomizado.
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Fonte: Autor, 2012.

A amostra de ATppt apresentou o maior valor de inibicdo do radical ABTS (44,9 +
1,9%), o que pode ser explicado devido a alta concentracdo de flavonoides presente no
precipitado. O extrato atomizado mostrou a menor atividade antioxidante (29,3 + 2,2% de
inibicdo), embora sem diferenca siginificativa em relacéo a atividade do extrato bruto (33,3 +
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1,8% de inibicdo). Além da percentagem de inibicdo, os dados foram aplicados a curva de
calibracdo do padrdo trolox e a atividade foi avaliada em funcéo deste, como pmol de trolox
por grama de extrato. A tabela 14 relaciona os dados encontrados para as amostras em estudo

a valores de antioxidantes descritos na literatura.

Tabela 14. Comparacdo dos dados de atividade antioxidante (em mmol de eq. Trolox/g de

amostra) com a literatura.

A. tomentosum Literatura
Extrato " . )
ATppt Extrato bruto ) Noz-pecé Quercetina Campferol
atomizado
3,54 2,6 2,28 2,6 4,7 1,34

IExtrato alcodlico da casca de noz-pecd (PRADO et al., 2009);  PIETTA, 2000

Os dados da tabela 14 evidenciam a importante atividade antioxidante encontrada para
a casca do caule de A. tomentosum, onde a as trés amostras avaliadas apresentam efeito
superior ao do campferol (PIETTA, 2000). O resultado do extrato bruto foi igual ao do extrato
mais ativo de noz-pecd (Carya illinoinensis), espécie rica em compostos antioxidantes
(PRADO; ARAGAO; FETT, 2009). O ATppt, como esperado, mostrou a maior atividade,
novamente, devido a sua alta concentracdo de flavonoides. O menor valor observado para o
extrato atomizado é coerente com os dados apresentados até aqui quanto a sua composicao,

contudo o produto obtido em spray dryer ainda apresenta atividade antioxidante elevada.

A atividade apresentada pelo extrato atomizado, apesar de consistir em menor
guantidade de metabdlitos secundarios, como demonstrado pela analise térmica e pela
quantificacdo por HPLC, mostra-se semelhante a do extrato bruto. Estes resultados mostram a
importancia do processo de secagem em spray dryer para extratos de plantas, sobretudo

extratos ricos em compostos de baixa solubilidade, como os flavonoides.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O estudo fitoquimico da casca do caule de A. tomentosum levou a identificacdo de dois

flavonoides, quercetina e isorramnetina.

A espectroscopia na regido do infravermelho indicou que as mesmas classes de
compostos estdo presentes no extrato antes e depois do processo de secagem. O produto seco
apresentou rendimento de valor intermediario, estabilidade térmica adequada, com baixa

umidade residual e tamanho de particula reduzido.

A quantificagdo dos flavonoides no extrato atomizado evidenciou que houve reducédo

da concentracdo destes compostos em relacdo ao extrato bruto durante o processo de secagem.

Todas as amostras testadas exibiram atividade antioxidante quando avaliadas pelo
método do radical ABTS.

As principais perspectivas geradas por este trabalho s&o o desenvolvimento e a
caracterizacdo de uma formulacgéo a partir do extrato atomizado de A. tomentosum, visando a

producdo de um fitoterapico.
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