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RESUMO

A medicina tradicional é mantida pela humanidade como um recurso terapéutico mais
acessivel principalmente nas comunidades mais carentes. Em alguns locais do Nordeste do
Brasil, a medicina popular faz uso das inflorescéncias de Mimosa caesalpiniifolia Benth. para
o0 tratamento da hipertensdo arterial. Estudos farmacolégicos comprovaram que o cha dessas
inflorescéncias promove hipotensdo e taquicardia, enquanto o extrato etandlico promove
hipotensdo e bradicardia. Os constituintes acido galico, galato de metila, galato de etila,
quercetina, vicenina-2 e rutina foram identificados no extrato etandlico das inflorescéncias.
Esse estudo objetivou obter uma técnica extrativa eficiente, realizar caracterizacdo
fitoquimica e padronizacdo do extrato obtido, avaliagdo da citotoxicidade e delinear
comprimidos do extrato das inflorescéncias de Mimosa caesalpiniifolia Benth. Apos coleta e
identificacdo da espécie, procedeu-se a otimizacdo do método extrativo através do
planejamento fatorial 2°, o qual avaliou as condicdes tempo de extracdo, uso de sonicacdo e
tipo de solvente sendo este ultimo um fator determinante para a resposta rendimento da
extracdo. Uma aliquota do extrato foi liofilizada para se obter o extrato seco. O extrato seco
foi padronizado usando uma curva de calibracdo de acido galico como substancia marcadora
por cromatografia liquida de alta performance, cujo teor foi de 7,9 mg/g de extrato. O teor de
fendis totais foi mensurado através do método de Folin-Ciocalteau, constatando teor de
245,17 mg de EAG/g. As atividades citotdxicas e antioxidantes foram testadas através do
halo de inibicdo em linhagens de Saccharomyces cerevisiae proficientes e deficientes de
enzimas antioxidantes. Os resultados revelaram que o extrato atenuou o efeito oxidativos do
controle positivo — H,O, —sobre o crescimento, apresentando, portanto, atividade antioxidante
in vivo e ndo se apresentou citotoxico as cepas. O extrato liquido foi seco por aspersao
utilizando o Aerosil 200® como adjuvante de secagem e a partir do p6 obtido desenvolveram-
se 8 formulagdes de comprimidos. Os ensaios de controle de qualidade preconizados pela
Farmacopeia Brasileira apontaram a formulagdo F3 como a mais adequada a fabricacdo de um
comprimido fitoterapico anti-hipertensivo obtido da espécie em estudo, apresentando-se
satisfatoria em todos 0s ensaios realizados.

Palavras-chave: Comprimidos, Mimosa caesalpiniifolia, anti-hipertensivo, fitoterapico.



Mimosa caesalpiniifolia Benth .: obtaining the standardized extract, evaluation of
antioxidant activity, cytotoxicity and development of tablets. SARA LEA FORTES
BARBOSA. Advisor: Antbnia Maria das Gragas Lopes Citd. Master's degree. Postgraduate
Program in Pharmaceutical Sciences. Center for Health Sciences. Federal University of Piaui,
2016.

ABSTRACT

Traditional medicine is maintained by humanity as a more accessible therapeutic resource
especially in the most needy communities. In some places in the Northeast of Brazil, folk
medicine makes use of the inflorescences of Mimosa caesalpiniifolia Benth. for the treatment
of hypertension. Pharmacological studies have shown that the tea of these inflorescences
promotes hypotension and tachycardia, while the ethanolic extract promotes hypotension and
bradycardia. The constituents gallic acid, methyl gallate, ethyl gallate, quercetin, vicenin-2
and rutin were identified in the inflorescence ethanolic extract. The objective of this study was
to obtain an efficient extractive technique, perform phytochemical characterization and
standardization of the extract obtained, cytotoxicity assessment and delineate tablets of the
inflorescence extract of Mimosa caesalpiniifolia Benth. After collection and identification of
the species, the extraction method was optimized through factorial design 2°, which evaluated
the conditions of extraction time, sonication use and type of solvent, which is a determining
factor for the yield response of the extraction. An aliquot of the extract was lyophilized to
obtain the dry extract. The dry extract was standardized using a calibration curve of gallic
acid as a marker substance by high performance liquid chromatography, the content of which
was 7,9 mg/g extract. The total phenol content was measured by the Folin-Ciocalteau method,
with a content of 245.17 mg EAG/g. The cytotoxic and antioxidant activities were tested
through the inhibition halo in Saccharomyces cerevisiae strains proficient and deficient in
antioxidant enzymes. The results showed that the extract attenuated the oxidative effect of the
positive control - H,O, - on the growth, thus presenting antioxidant activity in vivo and did
not present cytotoxic to the strains. The liquid extract was spray-dried using Aerosil 200® as a
drying aid and from the obtained powder 8 tablet formulations were developed. The quality
control tests recommended by the Brazilian Pharmacopoeia indicated that the formulation F3
is the most appropriate for the manufacture of an antihypertensive herbal tablet obtained from
the study species, and it was satisfactory in all the tests performed.

Keywords: Mimosa caesalpiniifolia, antihypertensive, herbal, tablets.
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1. INTRODUCAO

As plantas sdo a origem da descoberta de véarios farmacos os quais, ndo
necessariamente, precisam ser usados como molécula isolada. O potencial terapéutico das
plantas também pode ser aplicado através do uso de seus extratos e, para isso, a atividade
farmacologica deve estar definida, bem como as substancias responsaveis por essa atividade.
Em alguns casos, o efeito terapéutico pode resultar da agdo de varios constituintes, ou seja,
um sinergismo de substancias (HOSTETTMANN et al., 2003).

Fitoterapicos, ou fitomedicamentos, sdo medicamentos preparados exclusivamente a
base de plantas medicinais. Essa categoria de medicamentos estabelece o uso dessas plantas
na forma de extrato padronizado e como o apoio da tecnologia farmacéutica, pela qual se
pode chegar a produto com a mesma qualidade dos produtos alopaticos (SIMOES et al., 2004;
CARVALHO, 2012).

No ambito global, o maior mercado de produtos fitoterapicos encontra-se na Europa,
sendo que cerca de 50% deste encontra-se na Alemanha. O Brasil, Colémbia, Costa Rica,
Equador, México, Panamé e Peru, considerados megabiodiversos, participam apenas com 5%
desse total. (ALVES, 2013). Em 2016, o Ministério da Saude liberou 3,4 milhdes para
projetos com fitoterapicos. O recurso foi aplicado na compra de insumos, materiais de
consumo, contratacao de pessoal e capacitacao de profissionais (ABIFISA, 2016).

O Brasil € o pais que detém a maior parcela da biodiversidade, em torno de 15 a 20%
do total mundial. Entre os elementos que comp&em a biodiversidade, as plantas sdao a matéria-
prima para a fabricacdo de fitoterapicos e outros medicamentos. Além desse acervo genético,
0 pais é detentor de rica diversidade cultural e étnica que resultou em um acumulo
consideravel de conhecimentos e tecnologias tradicionais, passados de geracdo a geracdo,
entre 0s quais se destaca 0 vasto acervo de conhecimentos sobre manejo e uso de plantas
medicinais. Nesse ambito, o Ministério da Saude, em 2006, elaborou a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, tendo como meta garantir a populacdo brasileira o acesso
seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel
da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional (BRASIL,
2006a). No mesmo ano, o0 mesmo Ministério, estabeleceu a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares, tendo como uma das suas diretrizes o provimento do acesso a
medicamentos fitoterapicos (e também os homeopaticos) no Sistema Unico de Salde
(BRASIL, 2006b).
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Como estratégia na investigacdo de plantas medicinais, a abordagem
etnofarmacoldgica consiste em combinar informagdes adquiridas junto a usuarios da flora
medicinal (comunidades e especialistas tradicionais), com estudos quimicos e farmacologicos
(ELISABETSKY, 2003). Assim, a etnofarmacologia pode ser uma ferramenta importante na
recuperacdo do conhecimento milenar e secular e, até mesmo, recursos terapéuticos naturais
contemporaneos, 0 que permite combinar o conhecimento empirico e os conhecimentos
cientificos, facilitando a descoberta de novos agentes biologicamente ativos, através da
reducdo do tempo e custo de triagem farmacoldgica e toxicoldgica (LEITAO e OLIVEIRA,
2014).

Mimosa caesalpiniifolia Benth. (Familia: Mimosaceae), uma arvore de médio porte,
ocorre naturalmente nos Estados do Rio Grande do Norte, Piaui e Ceard, comumente
conhecida por Sabid, cebia, sansdo-do-campo, entre seus multiplos usos (alimento para
ruminantes, cerca viva, fonte para lenha), também tem suas partes empregadas na medicina
popular. A infusdo da casca do caule, por exemplo, é usada como expectorante ou como
ténico no tratamento de doencas respiratérias como a bronquite e, de uso externo, a decoc¢do
das cascas é usada para estancar sangramentos e para lavagem de ferimentos (AGRA et al.,
2008; RIBASKI et al., 2003). O cha da inflorescéncia desta espécie € usado pela populagédo do
semiéarido para o tratamento da hipertensdo (SANTOS et al., 2015).

Figura 1. Fotografia da arvore de Mimosa caesalpiniifolia.

Fonte: Acervo pessoal
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Estudos recentes comprovaram o efeito farmacol6gico de extratos obtidos de partes de
M. caesalpiniifolia contra algumas enfermidades como, por exemplo, a atividade
antineoplasica do extrato etandlico das cascas do caule e do extrato etandlico de folhas
(MONGCAO et al., 2015; SILVA et al., 2014). Os extratos obtidos das folhas, caule, casca do
caule e raiz tiveram efeito antioxidante, antimicrobiano e antiflngico (SILVA et al., 2012). A
mesma especie também contribui significativamente para a produgdo de mel e pélen de Apis
mellifera e abelhas nativas da regido nordeste sendo, em alguns lugares dessa regido,
considerada polen dominante (LIMA-NETO, 2009).

Figura 2. Fotografia de inflorescéncias de Mimosa caesalpiniifolia.

Alem dessas atividades, foi demonstrado que o cha das flores de M. caesalpiniifolia
promove hipotensdo e taquicardia, enquanto o extrato etandlico promove hipotensdo e
bradicardia o que despertou interesse para esta pesquisa. Quando o extrato etanodlico das
inflorescéncias foi administrado oralmente em ratos, na dose de 100 mg/kg, ocasionou a
diminuicdo da pressdo arterial apds 90 minutos, sem alteracdo significativa da frequéncia
cardiaca em relacdo ao controle. Ensaios farmacologdgicos in vitro com os extratos obtidos de
partes da espécie M. caesalpiniifolia (folhas, casca, frutos e inflorescéncias) apontararam o
extrato etandlico das florescéncias como o de maior potencial vasorrelaxante em relacdo aos
extratros das demais partes da planta. Seu efeito vasodilatador provavelmente se deve a
presenca de flavonoides flavan-3-ol, como rutina, quercetina, e outros compostos
identificados no extrato etandlico das inflorescéncias. Esses resultados comprovam a eficicia

do uso popular do cha das flores no tratamento da hipertensdo (SANTOS et al., 2015).
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Figura 3. Estruturas quimicas identificadas por espectrometria de massas no extrato
etanolico de flores de Mimosa caesalpiniifolia.

Acidogalico CGalatode metila g piqroyi 42 7 dimetoxi-flavona Quercetina

HO OH

OH
Quercetina-0O-hexosideo

Vicenina-2

Rutina

Fonte: SANTOS et al., 2015

A hipertensdo arterial € um importante desencadeador para doencas cardiacas e
derrames, 0s quais, juntos, compdem a causa numero um de morte prematura e incapacidade
do mundo. Estima-se que a pressdo arterial elevada contribua para cerca de 9,4 milhGes de
mortes por doengas cardiovasculares a cada ano. Também aumenta o risco de condigdes tais
como a insuficiéncia renal e a cegueira (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011).
Embora ndo se possa determinar nenhuma causa especifica para a hipertensao, sabe-se que
diversos fatores podem contribuir para o seu aparecimento. Habitos de vida inadequados
também influenciam para que a hipertenséo se desenvolva, como excesso de sal, alimentos
gordurosos, sedentarismo, ingestdo excessiva de bebidas alcodlicas, tabagismo, obesidade e
estresse (LOPES, 2010).

Considerando-se o efeito hipotensor do extrato de M. caesalpiniifolia, a relevancia dos
agravos da hipertensdo e o interesse do pais pelo desenvolvimento de medicamentos oriundos
de suas plantas medicinais, torna-se relevante o desenvolvimento de uma formulagéo
farmacéutica fitoterapica a partir das inflorescéncias dessa espécie para tratamento da

hipertenséo arterial.

Mestrado em Ciéncias Faumacéuticas Sara Léa Forntes Barbiosa



Shdrodugioc 19

Mestrade em Ciéncias Favmacéuticas Sara Léa Forntes Barbiosa



Obetives 20

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
e Desenvolver comprimidos a partir de inflorescéncias de M. caesalpiniifolia
Benth., visando futura producdo de um fitoterdpico com atividade anti-

hipertensiva, atividade esta ja comprovada anteriormente no extrato.

2.2 Objetivos Especificos

e Otimizar a metodologia de extracdo da droga através de planejamento fatorial;

e Tracar perfil fitoquimico e obter perfil cromatografico do extrato liofilizado,
bem como a padroniza¢do do mesmo;

e Avaliar as atividades citotoxica e antioxidante do extrato;

e Realizar estudos toxicolégicos com o extrato;

e Delinear uma formulacdo de comprimidos a partir do extrato padronizado e

realizar os ensaios de controle de qualidade.
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3. REVISAO DE LITERATATURA

3.1 Hipertensao arterial sistémica

Dados do Ministério da Saude revelam que mais de 30 milhdes de brasileiros sofrem
de Hipertensdo arterial. Até 2025, o nimero de hipertensos nos paises em desenvolvimento,
como o Brasil, devera crescer 80%, ao tempo que as doencas cardiovasculares ja sao
responsaveis por 1,2 milhdes de mortes por ano e sdo a primeira causa de morte no Brasil.
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO, 2017; PORTAL BRASIL, 2016).

A hipertensdo, também conhecida como pressdo alta ou elevada, é uma questdo de
salde publica global, a qual contribui fortemente para doencas cardiacas, derrame,
insuficiéncia renal e mortalidade prematura e deficiéncia. Afeta, de forma desproporcional, as
populacbes de paises de baixa e média renda onde os sistemas de saude sdo deficientes. A
hipertensdo raramente causa sintomas nos estagios iniciais e muitas pessoas permanecem ndo
diagnosticadas por muito tempo e aquelas que sdo diagnosticadas podem ndo ter acesso ao
tratamento ou ndo conseguir éxito no controle da doenca a longo prazo. Existem ganhos
significativos em termos de salde e economia associados a deteccdo precoce, tratamento
adequado e bom controle da hipertensdo (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011).

Ha ainda muita incerteza sobre a fisiopatologia da hipertensdo. Um pequeno nimero
de hipertensos tem uma doenca subjacente renal ou adrenal como a causa da sua pressao
arterial elevada, conhecida como hipertensdo secundaria. O restante, aproximadamente 90%,
no entanto, ndo apresenta uma Unica causa clara identificavel e, assim, sua condicdo €
rotulada "hipertensédo essencial" (BEEVERS et al., 2001).

A hipertensdo essencial é atualmente entendida como uma doenca multifatorial
decorrente da acdo combinada de muitos fatores genéticos, ambientais e comportamentais.
Dada a natureza multifatorial da homeostase da pressao arterial, qualquer alteracdo da pressédo
arterial provavelmente serd revertida por mecanismos compensatorios em um esforco para
retornar a pressdo arterial normal. Quando 0s mecanismos compensatorios ndo conseguem
neutralizar a perturbagdo ocorre a hipertensdo essencial. Uma serie de fatores de risco como
dieta rica em sodio, obesidade, diabetes, envelhecimento, estresse emocional, estilo de vida
sedentario e baixa ingestdo de potassio, pode aumentar a probabilidade de desenvolver
hipertensdo (BOLIVAR, 2013).

Entre os mecanismos fisiologicos envolvidos no aumento da pressdo sdo reportados:

débito cardiaco, resisténcia periférica, sistema renina-angiotensina-aldosterona, sistema
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nervoso autébnomo, bradicinina, endotelina, 6xido nitrico, ANP (péptido natriurético atrial) e
ouabaina (BEEVERS et al., 2001).

Com o crescimento econémico, urbanizacdo e mudanca de estilo de vida, a incidéncia
da hipertensdo estda aumentando e, como consequéncia, as pessoas estdo morrendo
precocemente no mundo. A incidéncia de mulheres hipertensas cresceu. Apds a diabetes, a
hipertensdo € o antecedente mais comum para a faléncia renal (KUMAR et al., 2013).

Através do tratamento medicamentoso da hipertensao arterial é possivel a reducéo da
morbidade e da mortalidade por complicacdes cardiovasculares. As evidéncias provenientes
de estudos com duracdo relativamente curta, de trés a quatro anos, demonstram reducao de
morbidade e mortalidade com o uso de diuréticos, betabloqueadores, inibidores da enzima
conversora da angiotensina (IECA), bloqueadores do receptor AT1 da angiotensina e
antagonistas dos canais de calcio (ACC) e do uso associado de drogas dessas classes
(KOHLMANN JR., 2010). Os efeitos adversos dos farmacos de cada classe devem ser
considerados pelos prescritores, principalmente quando necesséario aumento da dose (RECK;
SILVEIRO; LEITAO, 2010).

3.2 Plantas medicinais

O uso medicinal de plantas € uma pratica muito antiga. Para algumas antigas
civilizagGes, a cura fornecida por elas tinha um elemento magico e sobrenatural. Os escritos
indicam seu uso terapéutico desde 4000 - 5000 a.C., sendo os chineses 0s primeiros a utilizar
preparacdes naturais a base de plantas como fim curativo. Desde entdo, a medicina tradicional
permaneceu como a fonte de tratamento mais acessivel no sistema de atencdo primaéria de
salde das comunidades pobres em recursos (FERREIRA et al., 2014; HOSSEINZADEH et
al., 2015).

Em 2006, o Ministério da Saude do Brasil disponibilizou o uso de fitoterapicos e
plantas medicinais dentre as opgBes terapéuticas e preventivas aos usuarios do Sistema Unico
de Saude (SUS). O baixo custo e a compatibilidade cultural podem encorajar a sua utilizacao
nos cuidados priméarios de saude, podendo compensar a falta constante de medicamentos
nestes servicos (FERREIRA et al., 2014).

Os extratos preparados a partir de plantas utilizadas tradicionalmente para aplicagdes
medicinais tém recebido atencdo consideravel devido aos seus potenciais beneficios a satde

como agentes terapéuticos. Constituintes quimicos encontrados nesses extratos sdo muitas
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vezes dificeis de purificar e sintetizar, além disso, suas atividades biol6gicas dependem
frequentemente de efeitos de sinergia entre eles (MARQUES et al., 2011).

Em muitos paises, gestores, profissionais de saude e os cidaddos buscam resolver
questdes relacionadas com a seguranca, eficacia, qualidade, disponibilidade, preservacdo e
regulacdo da medicina tradicional e complementar (MT&C). A MT&C continua a ser
amplamente utilizada, e a sua aceitacdo tem se espalhado rapidamente por outros paises.
Como resultado, a OMS realizou uma analise abrangente do estado atual da MT&C em todo o
mundo e trabalhou com especialistas para desenvolver a Estratégia de Medicina Tradicional
da OMS para 2014 a 2023, como reconhecimento e apoio a essas praticas milenares. A
estratégia visa apoiar os estados membros no desenvolvimento de politicas pro-ativas e na
implementacdo de planos de acdo que reforcem o papel da medicina tradicional na
manutencao da satide das populacdes (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2017).

Vaérios extratos de ervas especificas tém demonstrado ser eficazes para condi¢des
patoldgicas. No entanto, a fitoterapia precisa ser testada quanto a sua eficacia usando a
metodologia de ensaio convencional. Os usuarios, muitas vezes, acreditam que todos os
tratamentos naturais sdo inerentemente seguros, engquanto sabe-se que ervas medicinais
podem trazer riscos, por isso a investigacdo nesta area deve ser intensificada (FIRENZUOLLI;
GORI, 2007).

3.3 Fitoterapicos

Os medicamentos fitoterapicos sdo preparaces padronizadas a base de plantas,
constituidas por misturas complexas de uma ou mais plantas no seu estado bruto ou
processado adicionado de certos excipientes, ou seja, solventes, diluentes ou conservantes
(CALIXTO, 2000). Sua eficacia e a seguranga devem ser validadas atraves de levantamentos
etnofarmacoldgicos, documentacBes tecnocientificas em bibliografia ou publicaces
indexadas e/ou estudos farmacologicos e toxicologicos pré-clinicos e clinicos. A qualidade
deve ser alcancada mediante o controle das matérias-primas, do produto acabado, materiais de
embalagem, formulacdo farmacéutica e estudos de estabilidade (ANVISA, 2017).

Dentre as principais vantagens que justificam o uso de fitoterapicos destacam-se o
efeitos farmacologico por sinergismo (as plantas apresentam varios compostos com efeitos
similares), menores riscos de efeitos colaterais (considerando que 0s compostos ativos se
apresentam em concentracdes reduzidas nas plantas, sdo muito menores os riscos de efeitos

secundarios ndo desejaveis) e, ainda, 0s menores custos de pesquisa enquanto a descoberta e
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desenvolvimento de um novo farmaco envolve investimentos altissimos (YUNES;
PEDROSA; FILHO, 2001).

A expansdo da demanda por medicamentos a base de plantas vem crescendo
mundialmente. Nos paises desenvolvidos, a principal motivacdo apontada pela literatura é
dispor de alternativa mais saudavel ou menos agressiva de tratamento primério a satde frente
as evidéncias dos efeitos colaterais dos medicamentos sintéticos; e nos paises em
desenvolvimento, dispor de uma alternativa a dificuldade de acesso aos medicamentos
farmoquimicos, devido aos precos mais elevados desses quando comparados com 0S
fitoterapicos (CENTRO DE GESTAO E ESTUDOS ESTRATEGICOS, 2009).

O Formulério de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira, 12 edicdo complementa a
Farmacopéia, oficializando as formulacGes que serdo manipuladas de forma padronizada.
Essas formulacbes sdo reconhecidas como farmacopeicas, podendo ser manipuladas de modo
a estabelecer um estoque minimo em farmécias de manipulagdo e farmécias vivas (BRASIL,
2011).

3.4 Género mimosa

Mimosa é um dos maiores géneros da familia de Leguminosas com mais de 500
espécies distribuidas principalmente nos neotrépicos. No Brasil ocorrem 344 espécies, sendo
a regido centro-oeste o principal centro de diversidade do género, com 189 espécies, muitas
delas endémicas, de ocorréncia em populacdes pequenas, restritas a determinados habitats,
ameacadas de extin¢do e pouco estudadas. As espécies de Mimosa crescem em diversos
habitates que incluem florestas tropicais, savannas, florestas secas tropicais e subtropicais,
deserto, entre outros (DUTRA; GARCIA, 2014; SIMON et al., 2011).

Os exemplares desse género caracterizam-se pelas folhas bipinadas, folidlulos sésseis,
0 1° par de cada pina comumente diferenciado em parafilidios, flores 3-5-6-meras,
isosttmones ou diplostémones, filetes alvos, réseos ou amarelos, livres ou curtamente
monadelfos e frutos do tipo craspédio ou sacelo (DUTRA; GARCIA, 2014).

Quanto ao tamanho, os vegetais adultos variam consideravelmente de acordo com as
espécies de Mimosa. No caso de M. pigra, varia de 1 a 6 m de didmetro, enquanto que para
M. pudica e M. invisa estes variam de 0,25 m - 2,0 m (BAKAR; WATI; MOHAMED, 1996).

Extratos de diferentes partes de plantas desse género sdo relatados para 0 uso no

sistema ayurvedico (medicina tradicional indiana) com uma variedade de finalidades, por
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exemplo, acdo diurética, adstringente, expectorante, estimulante, antiespasmodica e
anticonvulsivante em criangas (HIKI, 1986).

A composicdo quimica do género Mimosa inclui metabdlitos primarios e secundarios,
tais como: carboidratos, aminoacidos e alcaldides derivados de triptofano, isoprenoides
(diterpenos, triterpenos, carotendides e esteroides), acidos fendlicos, lignanas, flavondides e
4cidos graxos, (MONGCAO et al., 2014).

Quadro 1. Principais espécies do género Mimosa com atividade bioldgica relatada na
literatura cientifica.
Espécie Atividade biolégica Autor, ano

Mimosa caesalpiniifolia Benth. | Atividade antioxidante, antimicrobiana, | Silva et al., 2014; Moncéo
citotoxica, anti-hipertensiva etal., 2014;

Silva et al., 2012;

Santos et al., 2015

Mimosa diplotricha C. Wright Atividade citotdxica Lin; Chiou; Cheng, 2011.

Mimosa pudica Linn. Atividade Hipolipidémica; modula os | Rajendran; krishnakumar,
receptores GABA,; antilcera; antimalaria; | 2010;

anti-inflamatéria; cicatrizante; | Ayissi Mbomo et al., 2012;
anticonvulsivante; antidepressivo; diurético; | Johnson; Narasimhan;
antioxidante;  antiviral; antibacteriana; | Krishnan, 2014;

antiasmética;  antidiabetes  (regula o | Malayan et al., 2013;

metabolismo glicémico) Akter et al., 2010
Mimosa albida Humb. & Bonpl. | Efeito antinociceptivo Rején-orantes et al., 2013)
Mimosa scabrella Benth. Atividade anti-inflamatdria topica Borsato et al., 2014
Mimosa pigra L. Antiperglicémico; antinociceptivo; atenua | Toma et al., 2012;
hipertensdo pulmonar; tripanossomicida Rakotomalala et al., 2013;

Alkali et al., 2015

Mimosa tenuiflora Wild Estimula a proliferacdo de osteoblastos; | Martel-estrada et al., 2015

antiprotozoario; antinociceptivo e anti- | Bautista et al., 2011;
inflamatério; antibacteriana Cruz et al., 2016;
Bezerra et al., 2011

Mimosa rubicaulis lam | Antitumoral Nandipati et al., 2014
(MEMR)
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RESUMO

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude, no mundo, um em cada trés adultos
sofre de hipertenséo arterial, fator causal de aproximadamente metade de todas as mortes por
acidente vascular cerebral e problemas cardiacos. A oneraria industria farmacéutica oferece
vasta op¢do de drogas anti-hipertensivas, boa parte destas traz consigo desagradaveis efeitos
colaterais. Por outro lado, o uso de produtos naturais (tais como plantas medicinais) é uma
terapéutica milenar na histéria da humanidade e, inclusive, também empregado no tratamento
da hipertensdo. Essa revisdo objetivou selecionar os produtos naturais comprovadamente
efetivos contra a hipertensdo arterial através da busca de artigos cientificos publicados de
2006 a 2016 em revistas disponiveis nas bibliotecas virtuais, como Portal Periddicos da
Capes, SciELO (Scientific Electronic Library Online) e Portal Regional da BVS (Biblioteca
Virtual em Sadde), extraindo deles as principais informacdes. A busca resultou em mais de 40
espécies que tiveram atividade anti-hipertensiva comprovada. Entre representantes das mais
diversas familias, 4 espécies pertencem a familia Fabaceae. O pais China se destacou
apresentando 12 espécies publicadas, seguido da India, com 6 espécies, reflexo da valorizacio
da medicina tradicional nos paises do oriente. Todas as partes vegetais foram escolhidas nos
estudos, tais como: folhas, flores, sementes, frutos e raizes. Os mecanismos mais
relacionados foram: o aumento da liberacdo do 6xido nitrico, a reducdo do estresse oxidativo,
o0 bloqueio dos canais de calcio e a inibicdo da enzima conversora de angiotensina. Estudo de
prospeccédo tecnoldgica em busca de patentes sobre uso de plantas medicinais no tratamento
ou prevencao de hipertensdo nos dltimos 10 anos com busca nas bases de dados INPI, EPO,
LATIPAT e WIPO localizou 637 patentes, em sua grande maioria de origem Chinesa. Uma
vez isentos de toxicidade, esses produtos naturais poderdo ser testados em estudos clinicos e,
posteriormente tornarem-se uma alternativa natural, para o tratamento da hipertenséo arterial
sistémica.

Palavras chaves: Anti-hipertensivo, hipertensdo, produtos naturais, plantas medicinais,
recentes.
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1 INTRODUCAO

A hipertensdo arterial sisttmica (HAS) é uma condigdo clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressdo arterial — PA (PA > 140 x 90
mmHg) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010). Quando mal controlada,
a HAS é o mais comum fator de risco para a morte sendo responsavel por cerca de 16,5% dos
Obitos anuais em todo o mundo e, de fato, a principal causa de morbidade e mortalidade
associadas a doencas cardiovasculares (AL DISI et al., 2016; KUMAR, 2013)

Nos Estados Unidos, cerca de 77,9 milhGes de adultos (1 a cada 3) tem pressao arterial
elevada e projecdes mostram que, em 2030, a prevaléncia de hipertensédo arterial vai aumentar
7,2% sobre essa estimativa (AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2013). No Brasil, ndo é
diferente: inquéritos populacionais em cidades brasileiras nos ultimos 20 anos apontaram uma
prevaléncia de HAS acima de 30% (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA,
2010).

O mecanismo pelo qual a hipertensdo ocorre no homem é multifatorial, associada a um
distdrbio metabdlico crénico. Em alguns casos esse mecanismo € relacionado a sensibilidade
ao sal. Porém, sabe-se que o Oxido nitrico tem uma participacdo importante nesse mecanismo,
uma vez que fora demonstrado que sua producdo esta diminuida na hipertensdo arterial
(RUTHERFORD, 2001). Consequente, ha constricdo prolongada do musculo liso que, por
sua vez pode induzir mudangas estruturais com o espessamento das paredes dos vasos
arteriolares, possivelmente mediada pela angiotensina, conduzindo a um aumento irreversivel
da resisténcia vascular periférica (BEEVERS; LIP; BRIEN, 2001). Essa alteracdo vascular
pode conduzir a manifestacdes clinicas de doencas cardiovasculares e renais, incluindo a
doenca arterial coronariana, acidente vascular cerebral, arritmias, insuficiéncia cardiaca e
deméncia vascular (BLACHER et al., 2016). Mais recentemente, relacionou-se o estresse
oxidativo da vasculatura, resultante do desequilibrio entre a geragdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e os mecanismos de defesa antioxidante, com a patogénese da hipertenséo
de forma que ele contribui para a disfuncdo endotelial e, consequentemente a pressao alta
(MAJZUNOVA et al., 2013).

Pesquisas apontam que pequenas reducfes na pressdo arterial (PA) tém grande
impacto na reducdo da morbidade e da mortalidade por doencas cardiovascular (WHELTON,
2002). Medidas farmacologicas e ndo-farmacoldgicas que protegem contra a disfuncao

endotelial ajudam a preservar a fungdo cardiovascular. Farmacos inibidores da enzima
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conversora de angiotensina, estatinas e alguns beta bloqueadores sé&o exemplos de
medicamentos que favorecem a producéo de NO, reduzem o estresse oxidativo e melhoram a
lesdo endotelial (PAEZ et al., 2013).

As plantas e ervas tém efetivamente fornecido um ponto inicial para a sintese de mais
de 50% dos medicamentos atualmente utilizados. Entre estes estdo inclusos farmacos que
atuam sobre o sistema cardiovascular, como a efedrina (a partir de Efedrina
Sinica), aspirina (a partir de Salix alba), lovastatina (de Monascus purpureus), reserpina (de
Rauwolfia serpentina), por exemplo. A reserpina, que esgota neurotransmissores
adrenérgicos, notavelmente, continua a ser um tratamento eficaz para a hipertenséo (AL DISI
et al., 2016).

Os mecanismos exatos responsaveis pelo efeito anti-hipertensivo de plantas
medicinais ndo sdo totalmente compreendidos e precisam ser investigados. Varios achados
sugerem que a 0 aumento do estresse oxidativo contribui potencialmente para a elevacdo do
nivel de pressdo arterial. A atividade antioxidante é um dos efeitos bioldgicos mais
importantes das plantas medicinais e este efeito é atribuido principalmente a presenca de
metabolitos secundarios, especialmente compostos fendlicos. Portanto, o efeito anti-
hipertensivo de plantas medicinais pode ser relacionado com a atenuagéo estresse oxidativo.
Assim, pode-se dizer que outras plantas medicinais com efeitos antioxidantes podem ser
eficazes no tratamento da hipertensdo (BAHARVAND-AHMADI et al., 2016).

Esse estudo objetivou realizar uma revisdo sistematica sobre pesquisas gue apontem
produtos naturais com atividade anti-hipertensiva nos ultimos 10 anos, extraindo informacdes
relevantes de cada artigo examinado e realizar busca de patentes nessa area depositadas

durante o mesmo periodo.
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2 METODOLOGIA

Trata-se de um artigo de revisdo sistematica que sintetiza resultados de pesquisas
sobre produtos encontrados na natureza que apresentam atividade anti-hipertensiva. Seguindo
um guia proposto por Sampaio & Mancini, 2007, formulou-se a seguinte pergunta norteadora:
“quais produtos naturais tiveram atividade anti-hipertensiva comprovada por publicacdes de
artigos cientificos nos ultimos 10 anos?” Informagdes adicionais como familia, forma de
extracdo, constituintes quimicos, mecanismo de acédo, entre outras foram extraidas dos artigos
encontrados e tabuladas. A pesquisa se deu em outubro de 2016 nas bibliotecas virtuais Portal
Periddicos da Capes, SCIELO (Scientific Electronic Library Online) e Portal Regional da BVS
(Biblioteca Virtual em Salde). Na busca utilizou-se os termos (antihypertensive OR
hypertension) AND (“natural product” OR “medicinal plant”) e as ferramentas de filtro:
artigos de 2006 a 2016 (ultimos 10 anos), idiomas inglés, portugués e espanhol e, no Portal
Regional BVS, também a opc¢éo texto completo disponivel.

A triagem dos artigos deu-se através da leitura criteriosa dos resumos por dois
pesquisadores, que avaliaram de forma independente os artigos da busca. Os critérios de
aceitacdo utilizados foram: artigos cientificos que comprovassem atividade anti-hipertensiva
de um produto natural (partes de plantas, extratos de plantas ou produtos derivados de outros
organismos) através de modelos de estudo. Foram considerados como critérios de excluséo 0s
artigos de revisédo de literatura, pesquisas de campo, artigos que ndo avaliaram atividade anti-
hipertensiva do produto natural e aqueles com atividade anti-hipertensiva nula e artigos que
avaliaram produtos semi-sintéticos. Os exemplares selecionados passaram por leitura integral
do contetdo.

Um estudo de prospeccdo tecnoldgica objetivou realizar uma busca de patentes, nos
ultimos 10 anos, para uma melhor visdo do cenario atual do desenvolvimento tecnoldgico
relacionado ao uso de plantas medicinais para prevencdo ou tratamento da hipertensdo. A
busca ocorreu em marco de 2017, através das bases de dados INPI (Instituto Nacional da
Propriedade Industrial), USPTO (United States Patent and Trademark Office), EPO
(European Patent Office), WIPO (World Intellectual Property Organization) e LATIPAT
(base de patentes da Espanha e América latina), utilizando-se as palavras-chave: planta(s)
medicinal(is) e erva(s) associadas as palavras hipertensdo, anti-hipertensivo e atividade
hipotensora para pesquisa na base de dados brasileira em portugués e inglés. Toda a pesquisa

foi realizada utilizando-se a associacdo entre essas palavras. Foi realizada uma leitura

Mestrado em Ciéncias Faumacéuticas Sara Léa Forntes Barbiosa


http://www.wipo.int/

Capitule | 36

exploratoria dos titulos e resumos, sendo selecionadas e analisadas integralmente aquelas que

estivessem relacionadas ao proposito do estudo. Foram excluidos da busca aquelas patentes
que ndo estavam em conformidade com o objetivo da pesquisa.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca dos termos associados hypertension, natural products e medicinal plant nas
trés bibliotecas virtuais selecionadas rendeu um total de 525 artigos cientificos publicados
entre os anos 2006 a 2016. Destes, 411 artigos surgiram da busca no Portal Periodicos da
Capes, 8 no SCiELO e 106 no Portal Regional da BVS. Porém, apés a triagem aplicando 0s
critérios de inclusdo e exclusdo, foram selecionados 46 artigos para andlise e destes foi
possivel identificar 44 exemplares de espécies bioldgicas que apresentaram atividade anti-
hipertensiva. Embora a maior parte delas pertencam ao reino Plantae, houve a incidéncia de
um exemplar do reino Fungi e um do reino Protista (Quadro 1).

Foram encontradas espécies das mais diferentes familias, destacando-se a familia
Fabaceae, que contém 4 das espécies catalogadas, indicando que outros membros dessa
familia merecem ser estudados em busca de efeitos similares.

O quadro 1 relaciona as principais espécies do género Mimosa com as atividades
bioldgicas e as respectivas referéncias onde foram relatadas.

Quadro 1. Publicagdes de espécies com atividade anti-hipertensivas nas bibliotecas virtuais

Periodicos CAPES, SciElo e Portal BVS entre os anos 2006 a 2016.

Espécies Familia Autor, ano Pais do estudo
Agelanthus dodoneifolius (DC.) Loranthaceae Carre et al., 2015 Franca
Allium sativum (L.) Amaryllidaceae Asdaq & Inamdar, 2010 India
Alpinia zerumbet (Pers.) e o o )
Alpinia purpurata (Vieill Zingiberaceae Victdrio et al., 2009 Brasil
Angelica dahurica (Fisch. ex ) )
Hoffm) Benth Apiaceae Caoetal., 2013 China
Apium graveolens (L.) Apiaceae Zhuetal., 2015 China
Arbutus andrachne (L.) Ericaceae Abidi et al., 2016 Libano
Boerhaavia diffusa (BD) Nyctaginaceae Verma et al., 2012 India
Cassia tora (L.) Fabaceae Hyun et al., 2009 Coreia
Cleistanthus collinus (Roxb) Euphorbiaceae Vijayakumar et al., 2014 India
Cordyceps sinensis* Ophiocordycipitaceae Xiang et al., 2016 China
Coriandrum sativum (L.) Umbelliferae Jabeen et al., 2009 Paquistéo
Croton schiedeanus (Schltd) Euphorbiaceae Paez, 2013 Colémbia
Dendranthema indicum (L.) Compositae Qiaoshan et al., 2014 China
Dicksonia sellowiana (HEDS) Dicksoniaceae Rattmann et al., 2012v Franca
Dioscorea opposita (Thunb) Dioscoreaceae Amat et al., 2014 China
(*) Espécie de fungo.
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Quadro 1. Continuagéo.

Espécie Familia Autor, ano Pais do estudo
Cucurbita pepo (L.) Cucurbitaceae El-Mosallamy et al., 2012 Egito
Eclipta alba (EA) Asteraceae Verma et al., 2012 india
Eucommia ulmoides (Oliv) Eucommiaceae Qu etal., 2015 China
Gardenia jasminoides (Ellis) Rubiaceae Higashino et al., 2014 Japéo
Glycine Max (L.) Fabaceae Liuetal., 2016 China
Hibiscus sabdariffa (L.) Malvaceae Sarr et al., 2009 Senegal
Lippia origanoides (H.B.K) Verbenaceae Coelho et al., 2015 Brasil
Lithocarpus polystachys (Rehd.) Fagaceae Hou et al., 2012 China
) ) Paran et al., 2009 Israel
Lycopersicon esculentum (Mill.) Solanaceae
Armoza et al., 2013 Israel
Lonchocarpus xuul (Lundell) Fabaceae Avila-Villarreal et al., 2013 México
Mimosa caesalpiniifolia ) )
Mimosaceae Santos et al., 2015 Brasil
(Benth.)
Morinda citrifolia (Linn) Rubiaceae Gilani et al., 2010 Paquistao
Musa sapientum (L.) Musaceae Bai et al., 2012 China
Onopordon acanthium (L.) Asteracea Sharifi et al., 2013 Iran
) ] . Trimarco et al., 2012 Italia
Orthosiphon stamineus (Benth.) Lamiaceae .
Manshor et al., 2013 Malésia
Phaseolus vulgaris (L.) Fabaceae Limén et al., 2015) Espanha
Piper nigrum Linn Piperaceae Brahmanaidu et al., 2014 india
Salvia miltiorrhiza (Bunge) Labiatae Leung & Man, 2010 China
Sceletium tortuosum (L.) Aizoaceae Swart & Smith, 2016 Africa do Sul
Spirulina maxima (Setchell & Oscillatoraceae Torres-Duran et al., 2007 México
Gardner) **
Terminalia Ell_pler)ba (Engl. & Combretaceae Tometal., 2011) Camardes
iels
Taxus chinensis var. mairei ]
] ] Taxaceae Yang et al., 2012 China
(Lemée & H. Lév.)
Ulmus wallichiana (Planch) Ulmaceae Syed et al., 2016 India
Vaccinium virgatum (Aiton) e ) .
o Ericaceae Johnson et al., 2015 Estados Unidos
Vaccinium corymbosum (L.)
Vitex cienkowskii (Kotschy &
. Verbenaceae Dongmo et al., 2014b Camardes
Peyritsch)
Zea mays (L.) Poaeceae Wang et al., 2015 China

(**) Espécie de alga
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No tocante ao pais de origem dos estudos, China foi o pais que mais se destacou na
busca, apresentando resultados de pesquisas que comprovaram a atividade anti-hipertensiva
de 12 produtos naturais. A india também se destacou com 6 espécies estudadas.

A medicina tradicional compreende abordagens que usam fitoterapicos e
outras substancias naturais, por exemplo ayurveda (medicina tradicional indiana) e medicina
tradicional chinesa (THIRTHALLLI et al., 2016). A ayurveda e a medicina tradicional chinesa
pertencem as mais antigas tradi¢fes ainda vivas e, mediante seus feitos, tem despertado maior
interesse global. O aumento dos efeitos colaterais, a falta de tratamento curativo para varias
doengas cronicas, o alto custo de novos medicamentos, a resisténcia microbiana e as doengas
emergentes sdo algumas razbes para o interesse puablico renovado em medicamentos
complementares e alternativos (PATWARDHAN et al., 2005).

Figura 1. Percentuais de escolha das principais partes vegetais e métodos extrativos
empregados nas pesquisas cientificas de produtos naturais com atividade anti-hipertensiva nos
artigos publicados de nas bibliotecas virtuais Portal BVS, Periodicos CAPES e SciELO no
periodo de 2006-2016.

Partes vegetais pesquisadas Meétodos extrativos aplicados

7% u Folha/partes aérea W Partico por polaridade
26% 11%

m Fruto m Maceracdo

o Semente Infusdo/decoccdo
m Casca do caule m Soxhlet

M Flores

9% 16% = Método ndo informado

Raiz

19%

QOutros métodos

11%

Caule/Rizoma

Folha ou partes aéreas, semente, fruto e raiz foram as partes vegetais mais utilizadas
nos testes para obtencdo de produtos anti-hipertensivos (Quadro 2; Figura 1). No desenho
experimental da pesquisa de plantas medicinais, na etapa que determina o estudo fitoquimico,
escolhe-se a parte da planta que sera investigada (raiz, cascas do caule, caule, galhos, folhas,
flores, frutos) e a quantidade de material que sera coletado. Esses estudos costumam ser
etnodirigidos. Portanto, num projeto que interligue a fitoquimica com a farmacologia deve-se
escolher para coleta a parte da planta que é utilizada na medicina popular (MACIEL et al.,
2002).

Vérias condicdes sdo utilizadas para extrair o material vegetal. Um dos métodos mais
importantes € a preparacdo do material vegetal analogo ao método de preparacdo pelas
comunidades, para validar seu uso. Isto inclui a preparacdo de extracdes a base de agua, tais

como decocgdes ou infusdes (BROUWER et al., 2005). Maceracédo foi a técnica extrativa de
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maior escolha nos artigos revisados, seguida de extracdo por aparelho Soxhlet e
infusdo/decoccdo. Outras técnicas como percolacdo e extracdo por fluido supercritico
ocorreram em menor frequéncia.

Classes de biomoléculas que incluiem alcaloides, terpenos, cumarinas, flavondides,
peptidios, entre outras foram ralatadas nas analises fitoquimicas (Quadro 2). Classes de
moléculas fitoquimicas que sdo largamente relacionadas com propriedades anti-hipertensivas.
Os alcaldides, como reserpina e alstonina, reduzem a disponibilidade de norepinefrina e,
portanto, atuam como vasodilatadores. Os flavondides, como quercetina e rutina, séo
principalmente ativos no miocardio e reduzem o débito cardiaco. O &cido linoléico inibe os
depdsitos geradores de aterosclerose de colesterol e triglicerideos (KIMBERLY et al., 2014).
Os compostos fenodlicos sdo antioxidantes responsavel pela eliminacdo de radicais livres,
capazes de minimizar os efeitos prejudiciais de EROs e considerados potenciais na prevencéo
de doengas cardiovasculares (VICTORIO et al., 2009).

Diversos mecanismos de acdo foram propostos para o efeito anti-hipertensivo das
espécimes avaliadas, os mais frequentemente relacionados foram o aumento da liberacdo do
oxido nitrico (NO), a reducdo do estresse oxidativo, a inibicdo da enzima conversora de

angiotensina (ECA) e o bloqueio dos canais de célcio (Figura 2).

Figura 2. Distribuicdo dos mecanismos anti-hipertensivos elucidados nas pesquisas
cientificas de produtos naturais com atividade anti-hipertensiva publicadas nas bibliotecas
virtuais Portal BVS, Periodicos CAPES e SciELO no periodo de 2006-2016.

Redugdo dos niveis de ET-I
Atuacdonavia muscarinica
Inibigdo do NF-kB

Aumento da natriurese

Ativacdo doscanaisde K+
Reducdo do estresse oxidativo
Inibicdo da ECA

Bloqueio dos canaisde Ca2+
Liberagdode NO

Via Renina-angiotensina-aldosterona

QOutros mecanismos

0 5 10 15 20

Outros mecanismos envolvidos foram a modulagdo da via renina-angiotensina-
aldosterona, ativacdo dos canais de potassio, aumento da natriurese, inibicdo do fator de

transcricdo nuclear kappa (NF-kB), modula¢do da via muscarinica, redu¢do dos niveis de
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Endotelina-1 (ET-I), modulacdo via &cido gama-aminoburirico (GABA), prevencao da fibrose
renal, bloqueio dos receptores al-adrenérgicos.

Como um importante indicador da saude vascular, o0 NO desempenha um papel
relevante na regulacdo da pressao arterial devido a sua poténcia vasodilatadora, bem como a
sua capacidade de inibir a agregacdo de plaquetas e proliferacdo de células musculares lisas
vasculares (VSMCs). O NO ¢é produzido a partir de L-arginina pela NO sintase (NOS) tal
como NOS endotelial (eNOS). Apos a sua libertacdo, o NO transloca-se pelas VSMCs e ativa
a guanilato ciclase soluvel (sGC), que entdo catalisa a conversdo e ciclizacédo do trifosfato de
guanosina (GTP) em cGMP. O cGMP, por sua vez, liga-se entdo a proteinase kinases
dependentes de GMP que modulam os niveis de célcio e a consequente contracdo das VSMCs
(AL DISl et al., 2016).

O sistema renina angiotensina pode ser 0 mais importante dos sistemas endocrinos que
afetam o controle da pressdo arterial. A renina é responsavel pela conversdo do substrato de
renina (angiotensinogénio) a angiotensina I, uma substancia fisiologicamente inativa que ¢é
rapidamente convertida em angiotensina Il nos pulmdes pela enzima de conversdo da
angiotensina (ECA). A hipertensdo mediada por angiotensina Il ocorre por promocdo da
retencdo de sédio e 4gua, bem como pelo aumento da vasoconstri¢do por ligacdo ao receptor
de angiotensina tipo 1 (AT-1). Ang Il induz a producdo de aldosterona e crescimento de
células musculares cardiacas (AL DISI et al., 2016; BEEVERS et al., 2001). Farmacos
inibidores da ECA sdo prescritos para pacientes hipertensos em todo o mundo. As drogas
quimicas sintetizadas tais como Captopril, Enalapril e Lisinopril sdo bastante usadas no
tratamento e na prevencao da hipertensdo (BAl et al., 2015).

Dentre os possiveis modelos de estudos, as pesquisas utilizaram ensaios in vivo, ex-

vivo, in vitro, in silico e, inclusive, estudos clinicos (em seres humanos) (Quadro 2).
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Quadro 2. Constituintes quimicos relacionados ao efeito anti-hipertensivo das espécies, mecanismos de acdo, modelo de estudo utilizados e
outras informac0es relevantes nas publicacdes de 2006-2016.

informados.

niveis de TNF-a, IL-6 €
de NF-xB.

Espécie Parte Técnica de Constituintes | Mecanismos de acao Modelo de estudo Referéncia
utilizada | extracdo/obtencéo quimicos/
Classificacao
Ensaios ex vivo por Carre et al., 2015
. vasodilatagdo em anéis de
Particdo em solventes de o
. . . aorta de rato; Ensaio in vitro
polaridade crescente. Uma Blogueio dos canais de or cultura de células de
Agelanthus N&o fragdo do extrato Dodoneina (lactona) | calcio tipo-L e inibigdo por :
dodoneifolius . " . . - musculo liso vascular e
informada etanolico obtida por da anidrase carbdnica em S
. ) , . determinacdo de RNA
cromatografia em coluna células do masculo liso . o
. . mensageiro da isozima A da
isolou a Dodoneina. . .
anidrase carbbnica da em
células musculares lisas.
Maceragéo seguida de Inibi¢do da enzima Ensaios in vivo com ratos Asdag; Inamdar, 2010
Allium sativum Rizoma isolamento de fragéo por S-alil cisteina conversora da com hipertensdo induzida por
coluna cromatogréfica. angiotensina frutose
Rutina e campferol- . . Victorio et al., 2009
- . . Ensaios ex vivo por
Alpinia zerumbet x . 3- Estimula a via do . -
Folhas Infusdo ou decoccéo . . isolamento da artéria
O-p-D-glicuronideo NO/cGMP . .
. mesentérica superior de ratos
(flavonoides)
Extracdo por fluido Caoetal., 2013
supercritico seguida de L
. P g . Reducdo do estresse Ensaio in vivo em ratos com
] isolamento de substancia - x . x
Angelica . A . oxidativo e prevencéo da hipertensdo renovascular e
. Raiz por cromatografia liquida Imperatorina . . . . . .
dahurica injaria renal relacionada a | ensaios ex-vivo que avaliam o
de alta performance) e . x
. hipertencéo. estado redox celular.
cromatografia em camada
delgada.
N Reducéo da fibrose renal; Zhu; Zhang; Yang,
Substancia isolada. ¢ « J J
i Técnica de extracdo e redugdo do estresse Ensaios in vivo com ratos 2015
Apium Sementes . x 3-n-butilftalideo oxidativo; diminuicdo dos
graveolens isolamento néo

espontaneamente hipertensos.
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Espécie Parte Técnica de Constituintes Mecanismos de Modelo de estudo Referéncia
utilizada | extracdo/obtencéo quimicos/ acao
Classificacéo
Extracéo por aparelho Ensaios ex-vivo por Abidi et al., 2016
. Soxhlet, utilizando - . N vasodilatagdo em anéis de aorta
Arbutus Raiz, folha . Fendis, flavondides, Reducdo do ¢ e
solventes de polaridade . . L de rato com endotélio intacto;
andrachne e fruto . taninos e antocianinas. estresse oxidativo. . . .
crescente, para isolar a ensaios ex-vivo que avaliam o
fracdo metanolica. estado redox celular.
Ensaio in vivo em ratos com Verma et al., 2012
Boerhaavia . Extracdo por aparelho L iy Blogueio dos candis hipertenséo causada por
. Raiz Culubin (diterpenoide o . . . )
diffusa Soxhlet ( P ) de célcio obesidade induzida atraves de
dieta rica em lipidios.
x Crisofanol, Hyun et al., 2009
Extracdo por aparelho . . I .
. Aurantioobtusina, Inibicdo da enzima
) Soxhlet, seguida de . L
Cassia tora Semente . . alaternina e conversora da Ensaios in vitro.
isolamento de fragdo por . . . .
e chrisoobtusina angiotensina
coluna cromatogréfica. .
(Antraquinonas)
Maceragéo seguida de . . Inibigdo da enzima Vijayakumar et al.,
i . N Cleistantina Ae B u -
Clelstqnthus Folha isolamento de fragdo por . conversora da Interacdo molecular in silico. 2014
collinus . (glicosideos). . .
coluna cromatografica angiotensina
Aumenta 0s niveis Xiang et al., 2016
de NO, diminui o
nivel de endotelina-
N&o possui Maceragéo seguida de Manose, glicose e 1, epinefrina, L
Cordyceps - . N . . Ensaios in vivo com ratos
. . tecidos isolamento de fragdo por galactose (fracédo noradrenalina e .
sinensis* . . . . espontaneamente hipertensos
polissacaridica) angiotensina Il e

verdadeirso

coluna cromatografica

TGF-B1 (fator de
transformagcéo de
crescimento betal)

(*) Espécie de fungo
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Quadro 2. Continuacao.

Espécie Parte Técnica de Constituintes Mecanismos de Modelo de estudo Referéncia
utilizada | extracéo/obtencéo quimicos/ acao
Classificacao
Canfora, canfeno, Jabeen et al., 2009
carvona, cineol, cimeno,
coriandrina, limoneno, Bloqueio de canais
Coriandrum Maceracdo seguida de acido linoleico, mirceno, | de calcio, interacdo Ensaios in vivo em ratos
sativum Fruto isolamento de fragdo por acido miristico, acido com os receptores | normotensos e ensaios ex-vivo em
particdo liquido-liquido. | oleico, &cido palmitico, muscarinicos e preparacGes de tecidos isolados.
a-fenilandreno, f- efeito diurético.
fenilandreno, o-
terpineno, entre outros.
Partes Ensaios in vivo em ratos com Péaez et al., 2013
) Flavonoides, . . hipertencéo por inibi¢&o crénica
Croton aéreas N . . Estimula a via do . . ) .
. Infuséo diterpenoides e do 6xido nitrico e ensaio ex-vivo
schiedeanus (caule e . . NO/cGMP. ~ .
fenilbutanoides em preparacdes de tecidos
folhas) .
isolados.
Cucurbitacinas El-Mosallamy et al.,
(triterpenos); luteina, L 2012
. . - Ensaios in vivo em ratos com
. Técnica de extragdo ndo caroteno e b- Aumenta os niveis . N o
Cucurbita pepo Semente . . hipertencéo por inibigdo cronica
informada caroteno(carotendides); de NO. s - L
s . . . do 6xido nitrico e ensaios in vitro
acidos linoleico e oleico
insaturados
Decoccéo seguida de Qiaoshan et al., 2014
isolamento de substancia Modula o sistema L
Dendranthema . L . Ensaios in vivo com ratos
. Flor por cromatografia Linarina Renina- .
indicum Lo . . espontaneamente hipertensos
liquida de alta angiotensina.
performance
. Ensaios ex-vivo em tecidos Rattmann et al.,
Reduc&o do estresse . R
. . x o L isolados; ensaio in vitro em 2012
Dicksonia Extracdo por aparelho e . oxidativo, ativacdo ] .
. Folha Polifenodis . cultura de células endoteliais de
sellowiana Soxhlet da via 0rcos; ensaios in vivo com ratos
PI3K/AkUeNOS | PO /
espontaneamente hipertensos.
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Quadro 2. Continuacao.

Espécie Parte Técnica de Constituintes Mecanismos de Modelo de estudo Referéncia
utilizada | extracao/obtencéo quimicos/ acao
Classificacao
. . Inibicdo da enzima Amat et al., 2014
Saponinas, amido, L
L conversora da Ensaio in vivo em ratos com
) . I mucopolissacaridos, . . NN . x
Dioscorea Rizoma Técnica de extragdo ndo roteina angiotensina I, inibi¢do hipertensdo renovascular e
opposita informada. p' ] da Endotelina-1 e ensaios ex-vivo que avaliam o
Aminoécidos, «
. e g reducéo do estresse estado redox celular.
mucilagem, polifendis L
oxidativo
Ensaio in vivo em ratos com Vermaet al., 2012
. Partes Extracéo por aparelho . . Diurese por aumento na hipertensdo causada por
Eclipta alba , 640 por ap Culumbin (diterpenoide) p~ - .p . . p’
aéreas Soxhlet excrecdo de sddio obesidade induzida atraves de
dieta rica em lipidios.
Técnica de extragdo ndo Inibi¢éo da liberacéo Yeh; Huang; Yen,
Eucommia Casca do informada. Isolamento . . intracelular de Ca®* e do | Ensaio ex-vivo em preparacdes 2009
. . Wogonina (Flavonoide) . .
ulmoides caule por cromatografia de influxo extracelar de de tecidos isolados.
fluidos supercriticos ca®
Ensaios in vivo com ratos Higashino et al., 2014
Aumenta os niveis de espontaneamente hipertensos,
Gardenia x . . NO pela eNOS e pela ensaio ex vivo por
L Fruto Maceragéo Crocetina (Carotenoide) . P . P . x P .
jasminoides iNOS (NO-sintase vasodilatagdo em anéis de
indutivel) aorta de rato com endotélio
intacto e ensaios in vitro.
Técnica de extragdo ndo Diurese por aumento na Liu etal., 2016
informada. Obtido do excre 20 de sédio e Estudo duplo-cego
Glycine Max Semente metabolismo de Equol (Flavonoide) ¢ - randomizado, placebo-
. - aumenta a transcricao
isoflavonas por bactétias . controlado em seres humanos.
. L da enzima eNOS
intestinais.
Aumento do NO por Sarr et al., 2009
. Maceracdo seguida de ativacdo da via Ensaios ex-vivo em ratos em
s;'tl)zlasfi#a Flor isolamento de fragdo por Antocianinas PI3K/Akt/eNOS e preparacdes de tecidos
coluna cromatografica ativacdo dos canais de isolados.
potassio.
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Quadro 2. Continuacao.

(flavonas)

citosolico.

nitrico

Espécie Parte Técnica de Constituintes Mecanismos de Modelo de estudo Referéncia
utilizada extracdo/obtencéo quimicos/ acao
Classificacao
’;;222:;?&: Ativagdo de c?jnais de Ensaios in vivo em ratos Coelho etal., 2015
L potassio ativados por m hipertenci r
ori;g)npc:ﬁjes Partes aéreas Maceracéo (Flavondides) e célcio e aumento de ini(t:J(i) %o c[:gniecag:g pé?(i do
quercetina e luteolina CAMP 0 e cGMP ¢

Lithocarpus

Extracdo por aparelho
Soxhlet. Isolamento de

florizina, a fluoretina,
a quercetina, a
dihidrochalcona-20-b-

Modulacéo do sistema
renina-angiotensina-

Ensaios in vivo com ratos
espontaneamente
hipertensos e ratos

Hou et al., 2012

Mestrade em Ciéncias Faunacéuticas

Folha fracdo ricaem D-glucopiranésido, a N
polystachys i . | luteoli aldosterona e Reducéo i ) ..
avonoides po,r _co una uteo mg ea do estresse oxidativo normo ensgs, ensaios in
cromatografica guercetina vitro
(Flavonoides)
Estudo duplo-cego Armoza et al., 2013
. a-tocoferol e os Atenua a sinalizagdo randomizado, placebo-
Lycopersicon Técnica de extragdo ndo carotendides: . |_mfla~mator|a por controlado em seres
esculentum Fruto informada Licopeno, B-caroteno inibigao do fator de humanos; ensaio in vitro em
' . Peno, . " | transcricdo NF-kB em a .
Fitoeno e fitoflueno células endoteliais cultura de células endoteliais
humanas.
Ensaio in vivo em ratos Avila-Villarreal et
Di d d espontaneamente Al., 2013
) Ativacao dos canais de | p; . ; ;
. N . . X  valie ipertensos; ensaio ex-vivo
LOHCQSS?WUS Raiz Maceragédo hidrospinochalcona-A | potassio e ativacdo da erz reparacses de tecidos
e isocordoina via NO/sCG/PKG preparago: «
isolados; interagdo
molecular in silico.
Ensaio in vivo em ratos Yeh; Huang; Yen,
espontaneamente 2009
. Acido caféico hipertensos e ensaio ex-vivo
Mesona Folha Decocgo _ Reduz_o e_stresse p _
procumbens (polifenol) oxidativo que avaliam o estado redox
celular.
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Quadro 2. Continuagéo.

Taninos, cumarinas e
antraquinonas.

Espécie Parte Técnica de Constituintes Mecanismos de Modelo de estudo Referéncia
utilizada | extracdo/obtencéo guimicos/ acao
Classificacao
. . ) Ativacdo das vias Ensaio in vivo em ratos Santos et al., 2015
. Acido gallco, rutina, muscarinicas e . .
Mimosa - « g - ) . normotensos; ensaio ex-vivo
caesalbiniifolia Inflorescéncias Maceragéo quercetina, vicenina | ganglionares e bloqueio em preparacses de tecidos
P (Flavonoides) do influxo de célcio preparag '
transmembrana. isolados.
Alcaldides, Gilani et al., 2010
. compostos fenolicos, Blogueio de canais de Ensaios ex-vivo em ratos em
E/ilt?:flgldiz Raiz Infusdo esterois, flavonoides, calcio e liberagdo de preparacdes de tecidos
calcio intracelular isolados de ratos.

Musa sapientum

Casca do fruto

Técnica de extragao
ndo informada.
Isolamento por

cromatografia em
fluido supercritico

(z)-7,8-Dihidroxi-3-
metil-isocromanona-4
(Polifenol)

Reducdo do estresse
oxidativo, aumento do
NO por ativacao da via

PI3K/Akt/eNOS

Ensaio in vivo em ratos
espontaneamente
hipertensos.

Bai et al., 2012

Onopordon
acanthium

Sementes

Maceragdo seguida de
isolamento de fragdo
por coluna
cromatografica

(E) -1-0x0-3,4-di-
hidro-
1 H-isocromen-7-il3-
(3,4-dihidroxifenil)
acrilato

Inibi¢do da enzima
conversora da
angiotensina

Interacdo molecular in silico
ensaios in vitro.

Sharifi et al., 2013

Orthosiphon
stamineus

Folhas

Maceragéo e extragéo

a quente em sistema

fechado e sob refluxo
do solvente. (por
aparelho Soxhlet).

Nao informado

Modulacdo dos
receptores 04-
adrenérgicos e AT, e
aumenta os niveis de NO

Estudo grupo-paralelo,
randomizado, placebo-
controlado em seres
humanos; Anéis de aorta de
Ratos espontaneamente
hipertensos

Trimarco et al., 2012

Phaseolus
vulgaris

Semente

Maceracdo do produto
fermentado por
Bacillus subtilis

Catequinas,
flavondides e 4cido y-
aminobutirico
(GABA)

Inibicéo da enzima
conversora da
angiotensina e

modulacdo da pressao
via GABA.

Ensaios in vitro

Limoén et al., 2015
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Quadro 2. Continuacao.
Espécie Parte Técnica de Constituintes Mecanismos de Modelo de estudo Referéncias
utilizada | extracéo/obtencao quimicos/ acao
Classificacao
Particdo com solventes Brahmanaidu et al.,
de diferentes Ensaio in vivo em ratos com 2014
. . polaridades. I . Reduz o estresse hipertenséo causada por
Piper nigrum Semente , Piperina (Alcaloide . . . - )
P g Isolamento atraveés de P ( ) oxidativo obesidade induzida através
cromatografia em de dieta rica em lipidios.
coluna.
. Tanshinoato de .o Ensaio in vivo em ratos com Leung; Man, 2010
Salvia P x o Aumenta os niveis de . .. .
e . Raiz Maceragéo magnésio B hipertensdo induzida por
miltiorrhiza NO e
fenilefrina
. . - . Ensaio in vitro em cultura Swart; Smith, 2016
Sceletium Folha x Mesembrina Inibicéo da sintese de ) .
Maceragéo . de celulas de carcinoma
tortuosum (Alcaloide) Aldosterona .
adrenocortical humanos
- N&o possui L. N - Torres-Duran et al,
Spirulina p Técnica de extracdo L Aumenta a transcri¢ao Estudo de coorte com seres
. tecidos . Ficocianina . 2007
maxima** . ndo informada.. da enzima eNOS humanos
verdadeiros
Equipamento de Acido palmitico, Redgz 0 n_|vel de Ensa}los in V|~vo com r_at_osﬂ Yang et al., 2012
Taxus chinensis N Octan-9-dienato de Angiotensina Il e com hipertencéo por inibigdo
L Folha extraccdo com CO2 . o - - _
var. mairei . hexadecanila, Octan- aumenta os niveis de crbnica do 6xido nitrico e
supercritico | L
3-0 NO ensaios in vitro.
_ Ensaios in vivo com ratos Tometal., 2011
o Saponinas, RedUz 0 estresse com hipertencéo induzida
Terminalia Casca do caule Maceracgéo g||cos!(_jeos, . por glicose (GHR); ensaios
superba flavonoides e oxidativo
chalconas

(**) Espécie de alga

ex-vivo gue avaliam o estado

redox celular.
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Quadro 2. Continuagéo.

Espécie Parte Técnica de Constituintes Mecanismos de Modelo de estudo Referéncias
utilizada extracdo/obtencéo guimicos/ acao
Classificacao
Ensaio in vivo em ratos Syed et al., 2016
espontaneamente hipertensos e
. Modulacdo do sistema | ensaios, ratos com hipertenséo
Ulmus Casca do caule Percolacéo Fla’\llormld;s renina-angiotensina- i |ndu2|da. ol e
wallichiana ¢ ana Og?? a aldosterona e estimulaa |  Mineralocorticoides e com
quercetina. via do NO/cGMP. ratos com hipertencéo por
inibicdo cronica do 6xido
nitrico
Vaccinium Johnson et al., 2015
. Estudo duplo-cego
Virgatum e . . . .
. u Antocianinas e Estimula a via do randomizado, placebo-
Vaccinium Fruto Infusdo .
polifendis NO/cGMP controlado em seres humanos.
corymbosum
Maceracdo seguida de Estimula a via do . . Dongmo et al., 2014
. . . . . Ensaios ex-vivo em ratos em
Vitex isolamento de substancia Tetra-acetil NO/cGMP, bloqueio do - .
. . Casca do caule . . L preparacGes de tecidos
cienkowskii por coluna jugasterona C influxo de célcio X
o isolados de ratos
cromatografica transmembrana.
Infusdo seguida de Manshor et al., 2013
hidrélise enzimética e Inibigdo da enzima Ensaio in vivo em ratos
Zea mays Semente isolamento por Peptideo do milho conversora da espontaneamente hipertensos e
cromatografia liquida de angiotensina ensaios in vitro.
alta performance
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Quanto ao numero de patentes depositadas por bases de dados de acordo com as
palavras-chave utilizadas, observou-se que a base WIPO teve destaque, 636, seguida da
USPTO, com apenas uma. Nas demais, INPI, EPO e LATIPAT néo foi encontrado nenhuma
patente para a busca sugerindo que, apesar da hipertensdo ser uma das principais causas de
morte em todo o mundo, segundo dados da OMS, e que dos medicamentos atualmente
disponiveis sdo, em média, 25% originados a partir de plantas medicinais, ndo ha grandes
interesses por parte dos centros de pesquisas ou das industrias em inovar em produtos e
processos no referido tema (YUNES; CALIXTO, 2001).

Observou-se que o0 pais com maior nimero de depoésitos de patentes foi a China, com
573. Os demais paises apresentaram valores bastante reduzidos quando comparados a China:
Republica da Coréia com 29, Reino Unido com 15, Organizacdo Mundial de Propriedade
Intelectual com 9, Escritdrio Europeu de Patentes com 5, Japdo com 3, Estados Unidos com 2
e Canada com 1(Figura 3).

Embora o Brasil seja um pais rico em biodiversidade e desenvolva muita pesquisa com
plantas medicinais, o resultado da busca nas bases de patentes sugere pouco interesse no
desenvolvimento de tecnologias com potencial mercadoldgico relacionados a fitoterapicos

anti-hipertensivos.

Figura 3. Distribuicdo de patentes depositadas de acordo com o pais depositario nas bases
INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial), USPTO (United States Patent and
Trademark Office), EPO (European Patent Office), WIPO (World Intellectual Property
Organization) e LATIPAT.
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Legenda: CA (Canada), CN (China), EP (Escritério Europeu de Patentes), JP (Japao), KR (Republica da
Coréia), RU (Reino Unido), US (Estados Unidos) e WO (Organizagdo Mundial de Propriedade Intelectual -
OMPI).
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Observou-se que, com o passar dos anos, houve um crescimento no numero de
patentes depositadas, indicando que o interesse pelas plantas medicinais e a busca de novos
ativos para o desenvolvimento de tecnologias para a prevencdo e tratamento da hipertensao

tem aumentado, apesar do grande declinio nos Gltimos 2 anos (Figura 4).

Figura 4. Evolucéo de deposito de patentes nos ultimos 10 anos nas bases INPI (Instituto
Nacional da Propriedade Industrial), USPTO (United States Patent and Trademark Office),
EPO (European Patent Office), WIPO (World Intellectual Property Organization) e
LATIPAT.
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4 CONCLUSAO

A atividade anti-hipertensiva de produtos naturais ainda € pouco explorada,
principalmente nos paises ocidentais. China e india, entretanto, demonstraram mais resultados
nessa area do que os demais paises, ratificando a forte influéncia da medicina tradicional
desses paises. Folhas/partes aéreas foram a principal fracdo do vegetal com potencial
explorado e a técnica de maceracao, a mais utilizada na obtencdo do extrato, sobretudo devido
a sua simplicidade e eficiéncia. A Familia Fabaceae foi a mais citada, o que indica que mais
espécies vegetais pertencentes a esta familia devem ser estudadas quanto ao potencial anti-
hipertensivo. O maior nimero de patentes relacionadas a ervas anti-hipertensivas encontra-se
depositado no WIPO. A China é o pais que mais investe em pesquisa com desenvolvimento
tecnoldgico de produtos a partir de plantas medicinais para o tratamento e prevencdo da
hipertensdo. Os resultados deste estudo apresentam subsidios tedricos para futuras pesquisas
em plantas medicinais e discussdes no ramo da pesquisa cientifica e na Satde Publica sobre o
uso de produtos naturais, como um coadjuvante no tratamento da hipertensdo arterial

sistémica.
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CAPITULO I

Otimizacao da extracao e padronizacao, perfil fitoquimico, avaliacdo da
atividade citotoxica e antioxidante do extrato de inflorescéncias de Mimosa

caesalpiniifolia Benth.
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RESUMO

O desenvolvimento de produtos fitoterapicos a partir de plantas nativas brasileira tem
recebido merecida atencdo, frente a rica biodiversidade das florestas do pais. Nesse contexto,
a espécie M. caesalpiniifolia € uma fonte promissora para o delineamento de um fitoterapico
para o tratamento da hipertensdo. O chéa de suas inflorescéncias promove hipotensdo e
taquicardia, enquanto o extrato etanolico promove hipotensdo e bradicardia através de
mecanismos farmacoldgicos das vias muscarinicas e ganglionares e a acdo vasorrelaxante por
bloqueio dos canais de calcio. O presente estudo tem como objetivo otimizar a extracao,
padronizar o extrato, realizar estudos fitoquimicos e investigar os efeitos antioxidante e
citotoxico do extrato de inflorescéncias de Mimosa caesalpiniifolia Benth. que se apresenta
como um produto promissor ao desenvolvimento de um medicamento fitoterapico para o
tratamento da hipertensdo arterial sistémica. Apds coleta e identificacdo da espécie, procedeu-
se a otimizacdo do método extrativo através do planejamento fatorial 2° que testou as
variaveis tempo de maceracdo, tipo de solugdo extrativa e uso de sonica¢do. O excesso do
etanol foi removido por rotaevaporacdo. Uma aliquota do extrato foi liofilizada para se obter o
extrato seco. O volume residual foi reservado para secagem por aspersdao usando um
adjuvante de secagem. O extrato seco foi avaliado quanto ao teor de fendis totais através do
método de Folin-Ciocalteau, constatando alto de teor de fendis (245,1 mg de EAG/g). A
analise por CLAE confirmou a presenca do acido galico no cromatograma, através do qual
padronizaou-se 0 extrato, apresentado teor de 7,9 mg por grama de extrato (0,79%). As
atividades citotoxicas e antioxidantes foram testadas através do halo de inibi¢cdo em linhagens
de Saccharomyces cerevisiae proficientes e deficientes de enzimas antioxidantes e revelaram
que o extrato apresentou atividade antioxidante in vivo. Através das linhagens mutadas e do
teste de viabilidade de macrofagos foi possivel relacionar a atividade antioxidante do extrato a
mecanismos associados a fungdo mitocondrial das células. Esse extrato &, portanto, um
produto natural promissor ao delineamento de uma formulagdo farmacéutica para tratamento
da hipertenséo arterial sistémica.

Palavras-chave: Mimosa caesalpiniifolia, fitoquimica, atividade citotoxica, antioxidante.
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1 INTRODUCAO

Cerca de 80% da populagdo mundial usa medicamentos a base de plantas,
principalmente nos paises em desenvolvimento, por estarem muito distantes dos centros de
salde, por ndo possuirem recursos para adquirir medicamentos prescritos ou devido a sua
melhor aceitabilidade com o corpo humano e menores efeitos colaterais (DA VEIGA, 2008).

O mercado mundial de fitoterapicos tem crescido mais nos paises desenvolvidos. O
Brasil, apesar de sua rica biodiversidade, ndo tem uma atuacdo destacada no mercado mundial
de fitoterapicos, ficando inclusive atrds de paises menos desenvolvidos tecnologicamente e
menos ricos em biodiversidade (YUNES; PEDROSA; FILHO, 2001), por isso é de grande
relevancia o desenvolvimento de produtos fitoterapicos a partir de plantas nativas brasileiras.

Nesse contexto, a espeécie M. caesalpiniifolia € uma fonte promissora para o
delineamento de um fitoterapico para o tratamento da hipertensdo. O cha de suas
inflorescéncias promove hipotensdo e taquicardia, enquanto o extrato etandlico promove
hipotensdo e bradicardia. Seu efeito vasodilatador provavelmente se deve a presenca de
flavonoides como rutina, quercetina e outros compostos identificados no extrato etanélico das
inflorescéncias. Esses resultados comprovam a eficacia do uso popular do cha das flores no
tratamento da hipertensdo (SANTOS et al., 2015). Como resultado de atividade antioxidante,
o0 extrato hidroalcoolico de suas folhas previniram a genotoxicidade induzida pela exposicédo
ao cadmio no figado e nas células do sangue periférico de ratos (SILVA et al., 2014).

O desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos requer a padronizacdo quimica e
preparacdes de extratos de plantas, o que implica no tratamento da matéria vegetal através de
técnicas de extracdo e outras técnicas analiticas, como ferramentas de separacdo (ONG,
2004). Através dessas técnicas é possivel separar as por¢cGes medicinalmente ativas de tecidos
vegetais dos componentes inertes, utilizando solventes seletivos. Durante a extragdo, 0s
solventes difundem-se para o material vegetal solido e solubilizam compostos com polaridade
similar. Os produtos assim obtidos sdo misturas relativamente complexas de metabélitos, em
estado liquido ou semi-sélido ou sob a forma de po seco (ap6s remocdo do solvente), e sao
destinados para uso oral ou externo (TIWARI et al., 2011).

Como os compostos de interesse podem variar de ndo polares a polares e serem
termicamente instaveis, deve ser considerada a adequagdo dos métodos de extracdo. Varios
métodos, tais como percolacdo, maceracdo, sonicacdo, aguecimento sob refluxo, extracdo por
soxhlet e outros sdo comumente utilizados para extrair constituintes de plantas. Além disso,

0s extratos vegetais sdo também preparados por maceracdo ou percolagdo de plantas verdes
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frescas ou material de plantas em pd seco em sistemas de agua e/ou solventes organicos.
Metanol, etanol ou mistura de alcdois e dgua sdo solventes comumente empregados nessas
técnicas (SASIDHARAN et al., 2011).

Ultrassom ou sonicacdo, uma técnica auxilar ao processo extrativo, pode-se realizar
facilmente em laboratérios por meio de banhos de ultrassom. Neste método, a amostra
triturada € misturada com o solvente adequado e colocada no aparelho de banho de ultrassom
onde a temperatura de trabalho e o tempo de extracéo sio ajustados (DOBIAS et al., 2010).

Na extracdo hd uma série de fatores determinantes, tais como granulometria,
polaridade do solvente, acidez média, agitacdo do sistema, método de extracdo, temperatura e
tempo de contato (MIGLIATO et al., 2011). A influéncias desses fatores no rendimento do
processo pode ser avaliada via planejamento fatorial. Este trata-se de uma ferramenta
estatistica que pode ser empregada para otimizacdo do processo de extracdo, permitindo
analisar simultaneamente o efeito de um grande nimero de variaveis, a partir de um namero
reduzido de experimentos simultaneos. Assim é possivel estudar o efeito de qualquer fator
inerente ao processo sobre a resposta, fazendo-o variar e observando o resultado dessa
variacdo em, pelo menos, dois niveis, os quais podem ser entendidos como os valores ou
designac0es arbitrarias do fator. (NORIEGA et al, 2005; LIMA et al., 2013).

Alguns estudos tém demonstrado o efeito antioxidante dos diferentes extratos vegetais
capazes de sequestrar espécies reativas de oxigénio (EROs) prejudiciais, incluindo anion
superéxido, ao passo que outros demonstram o efeito pré-oxidante desses extratos
(VESKOUKIS et al., 2012; CHANAJ-KACZMAREK et al., 2015) sendo objetos de pesquisa
relevantes uma vez que o corpo humano estd sob constante ataque oxidativo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (BURTON & JAUNIAUX, 2011). Nesse contexto, a protecédo de
variados compostos bioldgicos, como o DNA, contra danos oxidativos esta relacionada a
atividade antigenotdxica e as propriedades antioxidantes de muitos fitoquimicos e extratos de
plantas (MARQUES et al., 2011).

A capacidade antioxidante in vitro de extrato de folhas, caule, cascas do caule e raizes
de M. caesalpiniifolia foi avaliada através do consumo do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazila), o que constatou superior atividade antioxidante no extrato das folhas e menor
potencial nas raizes (SILVA et al., 2012).

No entanto, sabe-se que 0s ensaios in vitro para avaliacdo da capacidade antioxidante
néo sdo representativos das condigOes celulares do homem, enquanto que o uso de animais de
laboratorio para este fim €, em geral, de dificil execucdo e necessita de um nimero elevado de

animais para assegurar resultados estatisticamente significativos. Por outro lado, 0s ensaios
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microbianos tém-se mostrado muito adequados na determinacdo da capacidade antioxidante,
constituindo-se em testes rapidos, sensiveis, econdmicos e reprodutiveis (SOARES et al.,
2005). Nesse contexto, ndo foi encontrado na literatura resultado de qualquer estudo acerca
das propriedades citotoxicas ou antioxidantes in vivo com as inflorescéncias dessa espécie
vegetal.

O presente estudo teve como objetivo otimizar a extracdo, padronizar o extrato,
realizar estudos fitoquimicos e investigar os efeitos antioxidante e citotoxico do extrato de
inflorescéncias de M. caesalpiniifolia Benth. visando o posterior desenvolvimento de um

medicamento fitoterapico promissor ao tratamento da hipertensao arterial sistémica.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta do Material Vegetal

O material vegetal para o estudo foram as inflorescéncias de Mimosa caesalpiniifolia
Benth. A coleta ocorreu em junho de 2015 no municipio de Teresina, na floresta nativa da
UFPI. Do mesmo espécime vegetal coletado, j& se encontra depositada uma exsicata no

Herbario “Graziela Barroso”, da Universidade Federal do Piaui, com o niimero: TEPB 26824.

2.2 Otimizacédo da extracédo e preparo do extrato

O material vegetal secou a temperatura ambiente e, em seguida, foi submetido a
pulverizacdo em moinho de facas. Para a maceracao, usou-se a proporcao 1:10 entre material
vegetal e liquido extrator (5 g de material vegetal/50 ml de solvente). As demais condi¢des de
maceracio foram determinadas e otimizadas através de planejamento fatorial do tipo 2° onde
trés fatores foram analisados em dois niveis cada, em triplicata, sendo eles: fator 1 coresponde
ao solvente etanol (-1) ou etanol/agua 7:3 (+1); fator 2 a presenca de sonicacdo (+1) ou a
auséncia (-1) e fator 3 troca diéria do solvente durante trés dias (-1) ou uma troca a cada trés
dias durante 9 dias (+1) (Tabela 1) . As solucOes extrativas foram evaporadas em evaporador
rotativo (Heidolph, modelo: Laborota 4000), acoplado a uma bomba de vacuo (Kohlbach). As
massas obtidas foram pesadas e os rendimentos analisados atraves de uma ferramenta
estatistica para anélise de fatorial desenvolvida no MICROSOFT OFFICE EXCEL® 2007 por
Lima et al, 2016.

O procedimento de extragcdo que forneceu maior rendimento foi utilizado para
obtencdo do extrato, seguindo-se com a evaporacdo do solvente em evaporador rotatorio e

remocao da agua residual por liofilizacéo.

Tabela 1. Siglas utilizadas para a representacdo dos fatores avaliados no planejamento fatorial
da otimizacdao da extracédo de inflorescéncias secas de M. caesalpiniifolia.

FATORES NIVEIS FATOR (-1;+1) SIGLA
Solucéo extrativa Etanol -1 A
Mistura de etanol/agua 7:3 (v/v) +1 H
Sonicio Sem uso de soni'cagéo -1 S
Com uso de sonicagédo +1 NS
Tempo de extragio Extracdo por 3 dias -1 3
Extracdo por 9 dias +1 9
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2.3 Andlise fitoquimica

2.3.1 Fendis totais (FT)

A mensuracdo do teor de fendis totais do extrato otimizado das inflorescéncias de M.
caesalpiniifolia foram determinados por meio de espectroscopia na regido do visivel
utilizando o método de Folin-Ciocalteau com modificacdes (BONOLI et al., 2004,
OYEDEMI et al., 2012). Uma aliquota de 10 mg da amostra foi dissolvida em 10 mL de
metanol (1 mg mL™). Uma aliquota de 0,1 mL desta solucéo foi transferida para um balo
volumétrico de 10 mL e adicionou-se 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu e 5 mL de &gua
destilada, com posterior agitacdo por 1 minuto. Em seguida adicionou-se 2 mL de uma
solucdo de carbonato de calcio 15% (m/v), agitando por 30 segundos. O baldo foi completado
com &gua destilada e mantido a temperatura ambiente por 2 horas. O branco foi preparado
utilizando um aliquota de 0,1 mL de MeOH seguida da mesma sequéncia de reagentes e
etapas. Ap6s 2 horas de repouso, as absorbancias das amostras foram medidas a 750 nm (Amsx)
usando um espectofotbmetro UV-Vis e o contetido de fendis totais foi determinado utilizando
curva analitica padrdo de 4cido galico (0,1 a 2,5 pg mL™). Os resultados foram expressos em
miligramas de equivalentes de &cido galico por grama de material vegetal seco (mg EAG g

MVS™). Todas as anélises foram realizadas em triplicata (n = 3).

2.3.2 Analise por cromatografia liquida de alta performance com detector de arranjo de
fotodiodo (CLAE)

Para a analise fitoquimica por CLAE, a amostra foi submetida a etapa de clean up.
Foram utilizados cartuchos de fase reversa de 3 mL com 500 mg octadecil (C18)
Chromabond® (Macherey-Nagel). O cartucho foi ativado com 3 mL de MeOH (4x) e apds
ativacdo 30 mg de extrato diluidos em 500 pL, foram aplicados no cartucho e posteriormente
eluidos com outros 3 mL (4xMeOH). O eluato foi filtrado em seringa no tamanho de 13 mm
de comprimento, com membrana filtrante de teflon e gramatura de 0,45 pm. O material
filtrado foi seco em evaporador rotativo e ressuspendido posteriormente com metanol grau
HPLC obtendo-se uma solugéo de analise de 5 mg mL™. Para a padronizacéo o extrato foi
submetido ao mesmo clean-up realizada anteriormente, sendo a massa utilizada no tratamento
de 40,4 mg de extrato, na qual foram dissolvidos em 1mL de MeOH e aplicado no cartucho
sequido de eluicdo com outros 3 mL (4xMeOH). O eluato foi filtrado em seringa 10 mL, com

membrana filtrante de PTFE com gramatura de 0,20 um. O material filtrado foi seco em
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evaporador rotativo e ressuspendido posteriormente com metanol filtrado grau HPLC
obtendo-se uma solugdo de analise de 5 mg mL™. O extrato foi padronizado a partir de uma
curva de calibracdo utilizando o &cido galico como padréo (Sigma Aldrich 97,5%) e como
substancia marcadora. A curva foi obtida a partir de seis concentra¢des de acido galico ( 0,25;
0,3; 0,35; 0,4; 0,45; 0,5) ug pL™?, resultando em sua respectiva curva de regresséo linear,
equacédo da reta, coeficiente de correlacdo linear (r), limite de deteccdo (LD) calculado pela
equacdo 1 e o limite de quantificacdo (LQ) calculado pela equacéo 2, sendo tanto a analise do
extrato quanto a do padrdo realizada em triplicata.

Equacéo 1:

DpP )

LD = 3,3x ( ——
inclinacdo da reta

Equacéo 2:

LQ = 10x ( - ?P )
inclinagdo da reta

A andlise fitoquimica do extrato, a obtencéo da curva de calibracéo e a padronizacao
do extrato foram realizadas em um cromatografo liquido de alta eficiéncia com detector de
arranjo de fotodiodo (utilizando ldmpada de deutério) com um sistema de cromatografia
liquida Shimadzu Prominence equipado com um desgaseificador DGU-20A5 e bomba binéaria
LC-20AD Shimadzu, acoplado a um detector de arranjo de fotodiodo (SPD-M20A) e injetor
automatico Shimadzu Sil-10AF com loop de 20 pL. Sendo utilizada uma coluna de fase
reversa no modelo coluna Phenomenex® Kinetex 5 um EVO C18 100A (Angstron) 250 mm x
4,6 mm; 5,0 um i.d.

O método empregado na andlise fitoquimica do extrato consistiu em um gradiente
exploratorio utilizando agua acidificada com 0,05% de &cido férmico (eluente A) e metanol +
0,05% &cido férmico (eluente B) com um fluxo de 1 mL min™, método gradiente exploratério
iniciando com 2% B por 3 minutos e 100% de B em 63 minutos, sendo esta concentracao de
B mantida por 15 minutos. Ja 0 método utilizado na obtengdo da curva e padronizacdo do
extrato se deu no modo isocratico de eluente com 2% de B durante 15 min, com fluxo de 1
mL min™. Todos os cromatogramas foram registrados no comprimento de onda selecionado

de 270 nm e o volume de injecéo foi de 10 pL.
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2.4 Avaliacao da atividade citotoxica e antioxidante
2.4.1 Cepas de leveduras, meio de cultura e condigdes de crescimento

Linhagens de Saccharomyces cerevisiae proficientes e deficientes em enzimas
antioxidantes (sod14, sod24, sodl4sod24, catld e catlAdsodl4) foram utilizadas para o
ensaio que avalia atividade antioxidante ou oxidante de compostos seguindo uma metodologia
descrita por Fragoso et al (2008). A linhagem EG118 utilizada é defectiva no sistema
enzimatico que envolve a enzima superdéxido dismutase citoplasmatica (CuZnSOD - produto
do gene SOD1), enquanto a EG110 o é na SOD mitocondrial (MnSOD - produto do gene
SOD2); EG133 é o duplo mutante, defectivo para SOD1 e SOD2; EG223 corresponde as
cepas mutantes deficientes na catalase citosolica (Cati4); EG mutante em Catalase e SOD1
(Cat14S0OD1) e, ainda, EG103 corresponde a linhagem selvagem, portanto proficiente nestas
enzimas (Tabela 2).

O crescimento das células foi feito em meio liquido completo (YEL), contendo 1% de
extrato de levedura, 2% de bactopeptona e 2% de glicose. Foram feitas semeaduras em meio
solido YEPD, que foi preparado adicionando-se a composi¢do do meio YEL 2% de bacto-

agar. A Figura 1 apresenta o esquema das semeaduras.

Tabela 2. Gen6tipo e origem das linhagens de cepas de Saccharomyces cerevisiae semeadas
no ensaio de avaliagdo de atividade antioxidante.

LINHAGENS GENOTIPO ORIGEM

EG103 (SODWT) MATa leu2-3,112 trp1-289 Edith Gralla E, Los Angeles
ura3-52 GAL+

EG118 (SOD1A) Sod1::URAS3 all other markers Edith Gralla E, Los Angeles
as EG103

EG110 (SOD2A) So0d2::TRP1 all other markers Edith Gralla E, Los Angeles
as EG103

EG223 (CAT1A) EG103, except Catl:: TRP1 Edith Gralla E, Los Angeles
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Figura 1. Esquema de semeio de linhagens de S. cerevisiae na placa de Petri em meio solido
YEPD.
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As concentracBes do extrato hidroalcodlico das inflorescéncias de Mimosa
caesalpiniifolia (EH-Mc) utilizadas neste estudo foram de 81 pg mL™?, 243ug mL™ e 500 pg
mL™ (SANTOS et al, 2015). As Células em suspensio foram semeadas a partir do centro para
a margem de uma placa de Petri em um ciclo continuo, para ambos os lados da placa
contendo no centro um disco de papel filtro estéril no qual foi adicionado 100 pL das
concentracdes do extrato (tratamento) para o estudo do possivel efeito oxidante do extrato. A
fim de observar a interferéncia do solvente utilizado, as linhagens leveduriformes também
foram expostas ao etanol puro e isolado. As trés concentracdes do extrato também foram
testadas concomitante a aplica¢ao de 10 uL de H,0, (10 mM) no disco central, utilizado nesse
estudo como agente oxidante (co-tratamento) para avaliar os efeitos do extrato frente aos
danos induzidos pelo peroxido de hidrogénio. Apoés, as placas terem sido encubadas em estufa
a 30 °C por 48 horas, os halos de inibicdo foram medidos e tabulados. O software GraphPad
Prisma 6.0 foi utilizado no tratamento estatistico aplicando-se ANOVA-one-way e teste de

comparagBes maltiplas de Bonferroni.

2.4.2 Animais e cultivo celular

Camundongos BALB/c (20-30g) machos entre 7 e 12 semanas de vida, provenientes
do Biotério Setorial do Ndcleo de Pesquisa em Plantas Medicinais da Universidade Federal
do Piaui, foram utilizados. Os animais foram mantidos durante todo o periodo de estudo em
condicdes controladas de iluminacgéo (ciclo 12 h claro/escuro) e temperatura (23 + 2 °C), com
agua e racdo ad libitum. Os animais foram eutanasiados de acordo com a Resolugdo N°
1000/2012-CRMV, sob responsabilidade do Prof. Dr. Fernando Aécio de Amorim Carvalho,
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CFMV-PI N° 0335. Os procedimentos foram realizados com aprovagdo pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui, Brasil (permissdo n°
114/2015).

Macroéfagos peritoneais foram obtidos a partir de camundongos Balb/c machos. Trés
dias apds a administracdo intraperitoneal de 1,5 mL de tioglicolato a 3,0%, os animais foram
eutanasiados e imersos em alcool 70% por 1 min para assepsia. Em fluxo laminar, adicionou-
se 8,0 mL de PSS estéril na cavidade peritoneal. Apds, a solucdo contendo macrofagos
peritoneais foi aspirada e transferida para um tubo estéril em banho de gelo e submetida a
duas centrifugacdes a 1500 rpm a 4 °C durante 10 min, com sucessivas lavagens com solucao
salina estéril (NaCl 0,9%). Apds a ultima lavagem, o sobrenadante foi descartado e as células
resuspensas em 2,0 mL de meio de cultura RPMI 1640 suplementado com soro fetal bovino
(FBS) 10%, penicilina 10.000 UI/mL e estreptomicina 10 mg/ml. A contagem dos
macrdgagos viaveis foi realizada em camara de Neubauer, na presenca do corante Azul de
Tripan para anélise de viabilidade celular (RODRIGUES et al., 2015).

2.4.2 Teste de viabilidade celular de macréfagos peritoneais murinos

A avaliacdo da atividade citotoxica do extrato de M. caesalpiniifolia em macréfagos
murinos Balb/c foi realizada pelo ensaio do MTT. Em placas de 96 pocos, macréfagos
(1x10%pogo) foram incubados com 100 pl de meio RPMI 1640 (Sigma, St Louis, USA) a 37
°C em CO; 5% durante 4 horas, para adesdo celular. Em seguida, Extrato de M.
caesalpiniifolia foi incubado em diferentes concentragdes (6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 e
800 pg/mL) durante 48 h a 37 °C e CO, 5%. Em seguida, adicionou-se 10 pl of MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetiltiazo-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) a partir de uma solugéo estoque a 5
mg/mL em PBS, e incubou-se por 4 h a 37 °C e CO; 5%. Logo apds, o sobrenadante foi
descartado e 100 pul de DMSO foi adicionado em cada poco. A placa foi mantida em agitacdo
por 30 min para completa dissolucdo do formazan. As absorbancias foram lidas em um leitor
de microplacas (ELx800™, BioTek® Instruments, EUA) em 550 nm. Os resultados foram
expressos em CCsy (concentragdo citotoxica media para 50% das células) com intervalo de

confianca calculados por regresséo ndo-linear pelo software GraphPad Prism 5.0.
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3 RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 Otimizacdo da extracéo

A analise fatorial aplicada gerou um total de 8 experimentos que avaliaram os fatores
solvente, tempo de extracdo e o uso de sonicacdo. As condi¢cbes utilizadas para a analise

fatorial encontram-se descritas na tabela 3.

Tabela 3. Matriz de planejamento fatorial aplicada para a otimizacdo da extracdo de
inflorescéncias de Mimosa caesalpiniifolia e resultados.

RESULTADO

ENSAIOS Solvente Uso de Tempo de Massa de Resisudo seco* Rendimento

sonicacdo  extracdo partida (g) (9) (%)
EA3S - + - 5,0 0,510+ 0,03 10,2
EA3NS - - - 5,0 0,518 + 0,03 10,3
EA9S - + + 5,0 0,625 + 0,02 12,4
EAI9NS - - + 5,0 0,588 + 0,01 11,7
EH3S + + - 5,0 0,869 + 0,04 17,3
EH3NS + - - 5,0 0,945 + 0,02 18,9
EH9S + + + 5,0 1,050 + 0,04 20,7
EHINS + + 5,0 0,766 £ 0,04 15,2

LEGENDA: Ensaios: E = extrato; A = Etanol; H = Etanol/agua 7:3; 3 = 3 dias; 9 = 9 dias; S = Sim; NS = Néo.
Variéveis: Solvente (-) = Etanol; Solvente (+) = Etanol/agua 7:3; Tempo de extragdo (-) = 3 dias; Tempo de
extragdo (+) = 9 dias; Sem uso de sonicagédo (-); com uso de sonicacdo (+). (*): média + erro padrdo da média.

Na Figura 2 é apresentado o grafico de Pareto com os efeitos observados para a
resposta “teor de residuo seco” na extragdo das inflorescéncias de M. caesalopiniifolia. Com
base nos resultados apresentados nessa figura e considerando o limite de significancia de
0,079, observou-se que o fator 1, solucéo extrativa, foi o que mais influenciou no rendimento
de residuo seco obtido, onde as extracOes realizadas utilizando-se solvente hidroalcodlico
levaram a uma obtencéo de residuo seco superior 6,6% (0,33 g para cada 5g de material) em
relacdo aos ensaios onde a extracdo foi realizada apenas com extrato alcoolico.

Entre os fatores relevantes na escolha de uma solucdo extrativa consideram-se a
quantidade de fitoquimicos a extrair, a taxa de extracdo, a diversidade de diferentes
compostos extraidos, a facilidade de manipulacdo subsequiente dos extratos, a toxicidade do
solvente no processo de bioensaio, 0 risco potencial a salde dos manipuladores e o custo
financeiro (TIWARI et al., 2011). Considerando-se a baixa toxicidade do etanol e da 4gua no
processo de extracdo e o rendimento atribuido a cada solugéo extrativa empregada, infere-se
que o uso de solvente hidroalcodlico é a escolha mais adequada para a obtencdo do extrato
das inflorescéncias de M. Caesalpiniifolia.
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Figura 2. Gréfico de Pareto para os efeitos dos fatores testados no planejamento fatorial 2° e
suas interacdes para a resposta teor de residuo seco (g) na extracdo das flores de Mimosa
caesalpiniifolia.
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de significancia 0,07 g, com intervalo de confianga de 95%. Interacdo dos parametros 1 e 2 (1/2); Interacdo dos
pardmetros 1 e 3(1/3); Interacéo dos parametros 2 e 3 (2/3); e Interacdo dos parametros 1, 2 e 3 (1/2/3).

Utilizando a sonicagdo, o rendimento de uma extracdo de vegetal seco € semelhante ou
superior ao obtido por métodos classicos ou por maceracdo. A extracdo assistida por
ultrassom (EAU) é uma técnica de extracdo rapida e eficaz que utiliza ondas ultrassdnicas
para gerar uma cavitacdo no solvente, o que permite uma maior penetracdo deste no material
vegetal, causando um processo avancado de hidratacdo com fragmentagdo simultanea de
material vegetal (TENG & CHOI, 2013; VINATORU, 2001). Quanto ao fator 2, a utilizagio
do processo de sonicacdo também resultou em uma ligeira melhoria no processo extrativo,
levando a um aumento em média 1,6% (0,08 g para cada 5 g de massa de partida) em relacéo
aos testes onde ndo houve sonicacdo, porém os custos relacionados ao procedimento de
sonicacdo podem tornar esse beneficio irrelevante, visto ao pequeno ganho proporcional
verificado na massa final de residuo seco.

Sobre o tempo de extracdo, sabe-se que em diversas técnicas extrativas este &€ um
parametro cuja influéncia precisa ser levada em conta. Geralmente, aumentando o tempo de
extracdo, aumenta-se a quantidade de analitos extraidos (MANDAL; MOHAN;
HEMALATHA, 2007). Foi observado no fator 3, tempo de extracdo, que a sua modificacao
de 3 para 9 dias ndo trouxe alterages estatisticamente significativas no rendimento de residuo
seco obtido, sendo, portanto, preferivel a extracdo pelo tempo mais curto estudado (3 dias).

N&o foram encontradas interacGes duplas entre os fatores, e apenas a interacéo tripla

apresentou-se estatisticamente significativa, mostrando que o efeito de cada fator sobre o
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rendimento em residuo seco pode ser modificado quando se modifica o nivel dos demais

fatores (Figura 2).

A forte influéncia da mudanca dos solventes sobre a resposta teor de residuo sélido €
expressa no grafico de superficie (Figura 3), onde se pode observar o crescente ganho de

massa quando se parte de etanol puro (-1) para etanol/agua 7:3 (+1), causando evidente

inclinacdo em um dos lados da superficie. Os demais fatores, tempo e sonicagdo, muito pouco

inclinaram a superficie, pois ndo apresentaram forte influéncia sobre a massa de residuo seco

obtida.

Figura 3. Superficies de resposta do planejamento fatorial 2% produzidas no teor de residuo

solido (g) da extracdo de inflorescéncias de M. caesalpiniifolia pelos fatores solvente
(Etanol/agua 7:3 +1; Etanol -1), Sonicacao (presenca+1; ausencia-1) e tempo de extracdo (9
dias+1; 3 dias-1).
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Em suma, esses resultados sugerem que o solvente utilizado foi o fator que mais

influenciou na obtengdo de residuo seco, o processo de sonicacdo também influenciou de

forma estatisticamente significante nessa resposta, mas o fator tempo de extracdo ndo trouxe
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influéncia estatisticamente significativa para o processo, no intervalo estudado. Porém, vale
ressaltar que, como base nos custos atribuidos a processos onde utiliza-se sonicacdo e no
pequeno aumento em teor de residuo seco que foi obtido com esse processo, pode ser
dispensada a utilizacdo desse procedimento. Portanto, uma extracdo utilizando solvente
hidroalcodlico, sem sonicagdo, por um periodo de 3 dias pode garantir resultados satisfatérios
e economia de tempo e custos quando o objetivo se tratar de maior obtengdo de residuo seco.
O uso de agua na solucdo extrativa pode apresentar vantagens financeiras, pois 0 uso de
concentragdes elevadas de etanol pode significar maiores custos ao processo.

Assim, obteve-se por otimizacdo uma técnica extrativa (Figura 4) e o seu produto, o
Extrato Hidroalcodlico de M. Caesalpiniifolia (EH-Mc), com o qual se proseguiu o estudo.

Figura 4. Esquema de obtencdo do EH-Mc, extracdo otimizada para melhor rendimento na
obtencéo do extrato de inflorescéncias de Mimosa caesalpiniifolia.
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Liofilizador Rotaevaporador

3.2 Teor de fendis totais

Atraves da equacdo da reta obtida A= 0,11852C — 0,04532, onde A é a absorbancia e C
a concentracdo (R = 0,999) foi mensurado o teor de fenois totais no EH-Mc de 245,172 mg de
EAG/g (Tabela 4). Esse achado foi superior aos dados da literatura (ARAUJO, 2010), que
relatou contetdo de compostos fenolicos identificados no extrato hidroalcoolico 1:1 (v/v) e no

extrato etandlico de 128,12 e 180,92 mg de EAG/g de extrato, respectivamente. Um dos
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fatores que pode ter contribuido para esta diferenca de fendis totais pode ser a data da coleta
do material vegetal, uma vez que neste trabalho a coleta foi realizada no més de junho, final
da estacdo chuvosa, maior condicdo de estresse da planta para a producéo da floracédo final,
diferindo da época de coleta do trabalho citado, maio, que corresponde a maxima floracdo da

espécie.

Tabela 4. Teores de fendis totais (FT) expressos em mg de equivalentes de &cido gélico
(EAG) por grama de extrato hidroalcoolico otimizado (EH-Mc) e matéria vegetal seca

DPR DPR
REPLICATAS mg de EAG/g de EH-Mc + DP (%) mg de EAG/g de MVS = DP (%)
1 238,352 51,985
2 253,379 55,262
31 31
3 243,784 53,170
MEDIA 245,172 + 7,609 53,472 + 1,659

Legenda: DP- desvio padrdo; DPR- desvio padrdo relativo; MVS- matéria vegetal seca de flores de M.
caesalpiniifolia.

3.3 Achados fitoquimicos

A andlise por cromatografia liquida de alta performance (CLAE-DAD) apresentou um
cromatograma com grande namero de sinais sendo varios sobrepostos. Contudo, foi possivel
identificar algumas classes de metabdlicos secundarios através dos espectros de UV obtidos
(Figura 5).

Os sinais cromatograficos 1 e 2, com tempos de retencdo (Tgr) em 5,5 e 6,0 minutos
apresentaram espectros de absorcdo UV com bandas em 214 e 270 nm, bandas espectrais
intensas na faixa de 190 — 220 nm referente a banda secundaria do anel aromatico e de 260 —
280 nm referente a banda primaria, sdo caracteristicos de acidos fendlicos. Apos a co-injecao
com o padrdo de acido galico observou-se 0 aumento da altura do pico 1, o que confirma que

0 pico 1 corresponde ao referido cido.
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Figura 5. Perfil cromatografico do extrato hidroalcoolico de M. caesalpiniiifolia, submetido
ao clean-up. Coluna Phenomenex® Kinetex (250 x 4.6 mm i.d.; 5 um), CLAE-DAD
(Shimadzu®), fluxo 1,0 mL min™, A = 270 nm, (condi¢des experimentais - item 2.3.1)
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Legenda: Picos: 1- &cido galico; 2- galato de metila; 3,4,6,8- flavonoides do tipo flavona; 7- classe nédo
identificada.

Ja os sinais 3 (Tr = 28,1 minutos), 4 (Tr = 34,1 minutos), 5 (Tr = 34,1 minutos) e 6
(Tr = 34,1 minutos) e 8 (Tg = 43,1 minutos) apresentaram banda de 269, 339 e 352 nm. Suas
bandas de UV sdo caracteristicas de flavonoides do tipo flavonas e flavan-3-ol, por
apresentarem duas bandas de absor¢do referentes aos dois sistemas aromaticos das agliconas
(SIMOES, 2005). A Banda | é associada a absorc&o do Anel B, que possui o sistema cinamoil
com maior extensdo da conjugacao eletrénica. A banda Il ¢é atribuida ao Anel A, que envolve
a absorcdo do sistema benzoil de menor conjugacdo (ANDERSEN, MARKHAM, 2006). O
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sinal cromatografico 7 apresentou-se com a maior altura relativa do cromatograma, entretanto
ndo foi possivel atraves do seu espectro de UV identificar a classe de metabolito secundério a
qual ele pertence.

O sinal cromatografico 7 apresentou-se com a maior altura relativa do cromatograma,
entretanto ndo foi possivel, através do seu espectro de UV, identificar a classe de metabolito
secundério a qual ele pertence.

A fim de identificar a presenca destas substancias no extrato hidroalcodlico o mesmo
foi submetido a uma analise por insercédo direta da amostra (flow injection analysis —FIA) em
um espectrometro de massas com fonte de ionizagéo por eletrospray (ESI) e analisador por
tempo de voo (time-of-flight) acoplado a espectrémetro de massas de alta resolugdo (High
resolution masss spectrometer) ou simplesmente FIA-ESI-gTOF-HRMS. O é&cido galico, bem
como outros compostos identificados, foi escolhido como substancia marcadora para fins de
padronizagéo.

A curva analitica do padréo de acido galico (Figura 6) apresenta um r de 0,9997, com
a seguinte equacdo: Area do sinal = 2,34x10° C — 45381,93, sendo 0 LD e o LQ nas
concentracdes de 0,114 pg pL™ e 0,346 pg pL™ respectivamente. Equacdo utilizada para a
quantificacdo do marcador no extrato hidroalcodlico de M. Caesalpiniifolia, onde C
corresponde a concentracao de &cido galico.

A concentracdo da substancia marcadora no extrato foi determinada por interpolacao
da area do extrato contra a curva analitica construida com a substancia padrdo acido galico,

resultando numa concentracdo de 7,9 mg de acido galico por grama de extrato ou 0,79 %.

Figura 6 — Curva analitica do é&cido galico, substancia marcadora do extrato de
inflorescéncias de M. caesalpiniifolia.
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3.4 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante in vitro de um extrato de planta parece diferir do seu efeito in
vivo (VESKOUKIS et al., 2012). Nesse contexto, linhagens isogénicas deficientes em defesas
antioxidantes podem ser utilizadas para o estudo do mecanismo de acdo de agentes fisicos e
quimicos que interferem com o estado redox celular (Lee et al., 2001). Nesse trabalho,
avaliou-se pela primeira vez os efeitos oxidante e antioxidante do extrato etandlico das
inflorescéncias de Mimosa caesalpiniifolia em modelo de estudo utilizando Saccharomyces
serevisiae. Esse micro-organismo € amplamente utilizado como um modelo para estudar
muitos aspectos da biologia celular eucaridtica devido a sua facil manipulacdo genética,
genoma sequenciado e curto tempo de geragdo (BAYLIAK; LUSHCHAK, 2011).

Como outros organismos eucaridticos, S. cerevisiae possui mecanismos de defesa
enzimatica, incluindo as enzimas antioxidantes catalase e superdxido dismutase (SOD). A
SOD remove O, convertendo-o em H,0,, que por sua vez, pode ser desmutado a dgua pela
catalase ou glutationa peroxidase (ABBOTT et al., 2009). Além disso, a biossintese e
atividade da catalase e SOD se elevam por exposicdo da célula a baixas concentracdes de
perdxido de hidrogénio em S. cerevisiae (BAYLIAK; LUSHCHAK, 2011).

A Tabela 5, apresenta os resultados obtidos nesta avaliacéo.

Tabela 5. Atividade do extrato hidroalcodlico das inflorescéncias de Mimosa caesalpiniifolia
Bentham frente a inibicdo de halos de crescimento em linhagens de Saccharomyces cerevisiae
selvagens e mutadas (tratamento) e frente aos danos induzidos pelo peroxido de hidrogénio
(cotratamento).

INIBICAO DO HALO DE CRESCIMENTO

Linhagens testadas

Tratamentos
SODWT SodlA Sod2A CatlA
Salina 1,00 £ 0,82 1,00 £0,82" 0,25+ 0,50 1,50 +1,00™
H,0, 17,25 +1,89™ 16,25 +1,50™ 15,25+ 1,71 16,0 £ 0,82
Etanol (solvente) 4,50 1,29 5,50 + 0,58 3,25+ 0,50 3,75+0,96™
EH-Mc 81 pg/m 2,25 + 0,50 2,00 £1,15™ 1,50 +0,58™ 1,50 +0,58™
EH-Mc 243 pg/m 2,50 + 1,38"¢ 2,50+ 1,29 3,25+ 0,50 3,50 +0,58™
EH-Mc 500 pg/m 1,75+ 0,96 6,25 + 0,96 3,50+ 1,73 2,25+0,50™
H,0, +EH-Mc 81 pg/m 10,75+0,50  11,75+1,26™  16,25+0,50 15,50 + 0,82
H,0, +EH-Mc 243 pg/m 13,50 + 1,29"4¢ 13,25 +2,75™ 1425+1,71° 14,75+ 0,96 "¢
H,0, +EH-Mc 500 pug/m 14,25 + 3,95 ™4¢ 17,00 + 0,82 16,00+ 0,82 1550 + 1,734

Os valores correspondem a Média + Desvio padrdo das medidas dos halos de inibicdo de crescimento das
linhagens. Foi utilizado ANOVA-one-way e teste de comparacfes multiplas de Bonferroni. Valores de
significancia para * (P<0,05). Sendo “a” a significancia em relagdo ao controle negativo (salina), “b” em relagéo
ao controle positivo (H,0,), “c” em relagdo ao solvente.
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Conforme as médias de inibicdo dos halos apresentadas na tabela 5, observa-se que o
tratamento com o solvente de escolha, o etanol absoluto, comparado ao tratamento com
salina, inibiu o crescimento das col6nias de todas as cepas apresentando maior inibicdo na
linhagem deficiente de SODL.

A toxicidade do etanol inclui um aumento generalizado do estresse oxidativo, sendo o
peroxido de hidrogénio e o superdxido as principais EROs geradas. Consequentemente, este
ataque oxidativo perturba a defesa antioxidante da glutationa nos niveis celular e mitocondrial
e promove um aumento na atividade da enzima catalase. Devido ao sistema antioxidante
sobrecarregado da célula, o estresse oxidativo provoca a inativacdo/desnaturacdo de proteinas
tais como o citocromo C, desencadeando uma resposta apoptética mitocondrial.
Curiosamente, o aumento de EROs na mitocdndria era dependente da funcionalidade do
sistema de ISC (cofatores de ferro-enxofre), que neste caso pode estar associado com uma
incorporacdo defeituosa ou na reciclagem de aglomerados de Fe-S em apoproteinas
receptores, que em consequéncia afeta a susceptibilidade de S. Cerevisiae em etanol (PEREZ-
GALLARDO et al., 2013). Devido a reducdo do sistema GSH as células neutralizam os
EROs derivados da CYP2EL1 através da reciclagem de GSH impulsionada principalmente pelo
GSHPx, isso esta relacionado a um incremento na expressdo de SOD1 (HERNANDEZ et al.,
2015).

As cepas SODWT tratadas com as trés concentracdes de EH-Mc ndo apresentaram
diferenca significante as tratadas com salina, enquanto apresentaram media de halo de
inibicdo inferior ao halo médio formado nas cepas tratadas apenas com o solvente de escolha
— Etanol. Esses dados sugerem que o0 extrato reverteu o efeito deletério do etanol na linhagem
selvagem. Pelo contrario, este efeito ndo foi observado nas cepas deficientes de enzimas
antioxidantes (Tabela 5).

O peroxido de hidrogénio, uma potente espécie reativa de oxigénio, € capaz de
interagir diretamente com o DNA causando nele danos oxidativos extensos (SILVA et al.,
2014). No cotratamento com o peroxido de hidrogénio, observou-se que o EH-Mc apenas na
menor concentracdo testada (81 pg/mL) reduziu o dano oxidativo sobre as linhagem selvagem
e SOD1. Nas trés concentracOes testadas nos cotratamentos das mutantes SOD2A e CATI1A,
néo foi observada diferenca estatistica significante em relacdo a média de halo de do controle
positivo (H,0,), sugerindo que a atuagdo das enzimas superdxido dismutase mitocondrial
(SOD2) e da catalase citosolica favorecem o mecanismo antioxidante do EH-Mc, uma vez
gue ambas estdo presentes nas linhagens selvagens e SOD1A. A auséncia dessa atividade nas
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duas maiores concentracOes testadas esta relacionada a atividade citotdxica, discutida mais
diante, no proximo topico.

Esse achado corrobora com a acdo antioxidante in vitro do extrato hidroalcodlico das
inflorescéncias de Mimosa caesalpiniifolia relatada na literatura (ARAUJO, 2010). O alto teor
de fenois identificado (245,17 mg de EAG/g de EH-Mc) pode estar relacionado ao efeito
antioxidante em S. Cerevisiae. As plantas medicinais que contém a quantidade elevada de
polifendis sdo consideradas boas fontes de compostos antioxidantes naturais e mais
frequentemente possuem maior potencial antioxidante do que em frutas e vegetais alimentares
(KUMAR et al., 2013). Esses compostos constituem uma categoria importante de metabolitos
antioxidantes. Eles sdo metabolitos secundarios de plantas que tém pelo menos um anel
aromatico na sua molécula e, geralmente, existem sob a forma de glicosideos. Polifendis de
plantas oferecem um atomo de hidrogénio e um elétron, inativando os radicais livres. Além
disso, eles agem como quelantes de metais, principalmente Fe e Cu. (VESKOUKIS;
TSATSAKIS; KOURETAS, 2012).

O estresse oxidativo estd diretamente envolvido na fisiopatologia da hipertensdo
arterial afetando o metabolismo do 6xido nitrico, a fisiologia vascular, aumentando citocinas
inflamatorias, interagindo com o sistema renina-angiotensina, alterando a fisiologia renal,
interagindo com o sistema nervoso central, causando alteracbes morfofuncionais na parede
vascular (CASTRO, 2010).

A inibicdo do crescimento de leveduras S. Cerevisiae também é um teste preliminar
seletivo para verificar a acdo de uma determinada amostra no reparo do DNA, o que pode ser
interpretado como uma atividade citotoxica (PAULETTI; BOLZANI; YOUNG, 2003).

3.5 Teste de viabilidade celular de macr6fagos peritoneais murinos

A auséncia de atividade antioxidante para as concentragdes de 243 e 500 pg/mL pode
estar relacionada a uma maior atividade citotoxica do EH-Mc sobre as linhagens testadas
nestas concentracdes. Esta afirmacdo é evidenciada pela proximidade com o valor da
concentracdo citotoxica média determinada para 0 EH-Mc no teste do MTT em macréfagos
murinos, que foi igual a 298,9 pg/mL, com intervalo de confianca entre 261,7 e 341,4 pg/mL
(Figura 7). O ensaio do MTT é um teste de viabilidade celular baseado na avaliagéo da fungéo
mitocondrial celular através da reducdo enzimatica do sal tetrazolio pelas desidrogenases
mitocondriais em células viaveis (MOSMANN, 1983). Assim, a perda da atividade
antioxidante para a concentracdo de 81 pg/mL avaliada frente a linhagem SOD2A, e nao
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frente & linhagem SOD1A, reforca que a atividade antioxidante do EH-Mc € dependente de

mecanismos associados com a fung¢do mitocondrial das células.

Figura 7. Efeito citotdxico do EH-Mc frente a macrdéfagos peritoneais de camundongos
Balb/c. Os resultados foram expressos como média = E.P.M. **p<0,01 e ***p<0,001 quando
comparados com grupo controle.
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4 CONCLUSAO

Através de planejamento fatorial foi obtido um eficiente método para obtencdo de
extrato de inflorescéncias de M. caesalpinnifolia, utilizando solvente hidroalcodlico, sem
sonicagéo, por um periodo de 3 dias. O extrato foi padronizado através da escolha de um seus
constituintes, o acido galico, como substancia marcadora, o qual apresentou 7,9 mg por grama
de extrato (0,79%). Esse extrato apresentou significante conteddo fenodlico: 245 mg de
EAG/g. A anélise fitoquimica por CLAE, p6de confirmar a presenca do acido galico no
cromatograma. O extrato obtido através desse método, quando testado em Saccharomyces
cerevisiae, revelou-se antioxidante, uma vez que atenuou o efeito oxidativo do controle
positivo — H,O, — sobre o crescimento das cepas e a0 mesmo tempo ndo apresentou
citotoxicidade nesse ensaio. Portanto, a atividade antioxidante configura-se outro mecanismo
anti-hipertensivo do extrato das infloresocéncias de M. caesalpiniifolia. Através das linhagens
mutadas e do teste de viabilidade de macréfagos foi possivel relacionar a atividade
antioxidante do extrato a mecanismos associados a funcdo mitocondrial das células. Esse
extrato €, portanto, um produto natural promissor ao delineamento de uma formulacéo

farmacéutica para tratamento da hipertenséo arterial sistémica.
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RESUMO

Mimosa caesalpiniifolia Benth é uma espécie de leguminosa oriunda do Nordeste do Brasil
utilizada nas praticas médicas tradicionais da regido, inclusive para o tratamento da
hipertensdo. A eficacia do uso do cha de suas inflorescéncias para o tratamento da hipertenséo
arterial sistémica foi constatada por estudos in vivo, que comprovaram que o extrato etandlico
promove hipotencdo e bradicardia. Essas evidéncias fazem do extrato das inflorescéncias de
M. caesalpiniifolia um produto promissor para o desenvolvimento de um medicamento
fitoterapico. Esse estudo objetivou delinear pelo menos uma formulacdo de comprimidos de
liberacdo convencional a parti do extrato padronizado das inflorescéncias de M.
caesalpiniifolia. Para obtencdo do extrato, a coleta das inflorescéncias foi realizada na cidade
de Teresina, no estado do Piaui. Apos secagem e pulverizacgdo, a droga vegetal foi submetida
a extracdo através de técnica otimizada (maceracdo durante 3 dias, solvente hidroalcoolico,
sem sonicacao). O extrato seco foi padronizado atraveés de uma curva de calibracdo de acido
galico, estabelecido como substancia marcadora. O extrato fluido foi seco por aspersdo
utilizando um adjuvante de secagem, o que proporcionou melhor fluxo do p6. A partir deste,
formulacGes de comprimidos de 50 mg de extrato foram delineadas via planejamento fatorial
23, que avaliou as respostas dos fatores diluente, uso de aglutinante e método de compressao
variando em dois niveis nos ensaios de dureza e tempo de desintegracdo. Diluente celulose
microcristalina e compresséo direta foram significativos sobre a dureza dos comprimidos, ndo
havendo interacGes entre os fatores. O tempo de desintegracdo também foi modulado pelo
diluente e via de compressdo, entretanto, interagdes duplas e triplas foram detectadas. Peso
médio e friabilidade também foram avaliados. Entre as formulac¢des, 7 foram aprovadas nos
ensaios realizados. Considerando as possibilidades de producdo industrial, F3 e F7 foram
eleitas para analise do perfil de dissolucdo. Estas apresentaram perfis de dissolucédo diferentes,
porém ambas estdo em acordo com as exigéncias preconizadas pela legislagdo. Portanto, foi
possivel desenvolver duas formulagbes para comprimidos de extrato padronizado de M.
caesalpiniifolia através de método simples que permite rapida producdo e baixo custo, e que
diferem entre si apenas no tipo de diluente.

Palavras-chaves: Mimosa caesalpiniifolia, comprimidos, fitoterapico, formulag&o.
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1 INTRODUCAO

Mimosa caesalpiniifolia Benth é uma espécie de leguminosa oriunda do Nordeste do
Brasil caracterizada por répido crescimento, alta capacidade de regeneracdo e resisténcia a
seca. Considerada um tipo de planta multiuso, ela é fonte de alimento para o gado, usada
como cerca viva e sua madeira é matéria prima para a construcdo de estacas e carvdo. Além
dessas utilidades, algumas partes da planta sdo empregadas nas praticas medicas tradicionais
da regido (GEOVANI et al., 2015; RIBASKI et al., 2003).

O chéa das inflorescéncias dessa espécie é utilizado por algumas comunidades para o
tratamento da hipertensdo arterial e sua eficacia foi constatada por estudos in vivo, nos quais
verificou-se que o mesmo promove hipotencdo e taquicardia enquanto o extrato etandlico
promove hipotencdo e bradicardia. As vias muscarinicas e ganglionares e a agdo
vasorrelaxante por bloqueio dos canais de calcio foram os mecanismos farmacologicos
relacionados (ALBUQUERQUE et al., 2007; SANTOS et al., 2015). Além dessa atividade, o
presente grupo de pesquisa constatou a atividade antioxidantes do extrato frente a
Saccharomyces cerevisiae, onde o extrato atenuou o efeitos oxidante do peréxido de
hidrogénio.

No ambito da busca por novos medicamentos, esses achados fomentam o
desenvolvimento de um fitoterapico a partir de um extrato padronizado de inflorescéncias de
M. Caesalpiniifolia para o tratamento da hipertensdo arterial e remete aos objetivos da
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Esta visa garantir a populacdo
brasileira 0 acesso seguro e o0 uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo
0 uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da inddstria
nacional (BRASIL, 2006).

O aparecimento de novos produtos fitoterapicos com a mesma eficacia e seguranca
que os medicamentos alopaticos os colocam como promissores substitutos dos produtos
sintéticos da industria farmacéutica. As vantagens dos medicamentos fitoterapicos
compreendem: a agdo por sinergismo de diferentes moléculas, associacdo de mecanismos por
compostos agindo em alvos moleculares diferentes, menor risco de efeitos colaterais e
menores custos de pesquisa (YUNES; PEDROSA,; FILHO, 2001).

A producdo de medicamentos fitoterdpicos requer a transformacdo de uma matéria-
prima a base de plantas num produto adequado para utilizagdo industrial e outras aplicagdes

terapéuticas. Porém, sendo uma operacdo complexa, requer a utilizacdo de tecnologias

Mestrado em Ciéncias Faumacéuticas Sara Léa Forntes Barbiosa



Capitulo 111 86

especificas de processamento (COUTO et al., 2011). Os extratos vegetais secos por aspersao
(spray drying), por exemplo, tém sido utilizados como produtos intermediérios na obtencdo
de diferentes formas farmacéuticas (SOARES et al., 2003).

Esse estudo objetivou o delineamento de pelo menos uma formulacéo de comprimidos
de liberagdo convencional a partir do extrato padronizado das inflorescéncias de Mimosa
caesalpiniifolia que satisfaga os protocolos contidos nos “Métodos gerais aplicados a
medicamentos” (Farmacopeia Brasileira) para preparacdes solidas.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencao e padronizacao do extrato

O material vegetal para o estudo foram inflorescéncias de Mimosa caesalpiniaefolia
Benth., coletadas em junho de 2015 no municipio de Teresina-Pi, na floresta nativa da UFPI.
Uma exsicata encontra-se depositada no Herbario “Graziela Barroso”, da Universidade
Federal do Piaui, com o nimero: TEPB 26824.

As inflorescéncias foram secas a temperatura ambiente, submetidas a pulverizacdo em
moinho de facas Marconi (Modelo: MA 680 e série 98 2422; LPN-UFPI). As condicdes de
extracdo foram otimizadas em busca do melhor rendimento na extracdo via planejamento
fatorial, o qual apontou os seguintes fatores significativos: maceracdo com solvente
hidroalcodlico (etanol/agua 7:3), filtragcdo e renovacdo do solvente diariamente durante 3 dias
sem a necessidade de uso de sonicador. O excesso de etanol foi evaporado, sob pressao
reduzida, com aguecimento a 50 °C, através de evaporador rotativo Heidolph Laborota 4000
acoplado a uma bomba de vacuo Kohlbach.

O extrato seco foi padronizado usando uma curva de calibracdo de acido galico,
escolhido como substancia marcadora, e seu teor foi quantificado através de High

Performance Liquid Chromatography (Cromatografia liquida de alta performance).

2.2 Secagem por aspersao (Spray Drying)

Apdbs remover o0 excesso de etanol, o volume residual foi secado por aspersdo em Mini
Spray Dryer Biichi B-290 (Bichi Labortechnik AG; LITE-UFPI). A alta higroscopicidade do
extrato prejudica o fluxo do pd. A fim de reduzir esse problema foi adicionado a solucdo do
extrato o diéxido de silicio coloidal (Aerosil 200®) como adjuvante de secagem, em uma
proporcdo de 23,1% em relacdo a massa do residuo solido do extrato, previamente
determinada, conforme as instrucdes da Farmacopeia Brasileira 5 ed., no item 5.4.3.2.2
Determinacgéo de residuo seco em extratos fluidos e moles (BRASIL, 2010). As configuragdes
para a secagem no aparelho foram temperatura de entrada de 150 °C; temperatura de saida de
97 °C; fluxo da bomba peristaltica 3 ml/minuto; pressdo 55 bar; aspiracdo de ar a 80% da
capacidade maxima. O pd resultante apresentou constituicdo teorica de 76,9% de extrato e
23,1% de Aerosil 200®. Assim 65 mg do p6 obtido sdo equivalentes a 50 mg de extrato
padronizado de Mimosa caesalpiniifolia.
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2.3 Delineamento das formulagdes de comprimidos

Considerando o teor de extrato no pd obtido por secagem por aspersdo, para uma
formulacdo com dose de 50 mg de extrato padronizado, foi necessario 65 mg do po. Através
de planejamento fatorial 2° (avaliacdo de trés fatores variando em dois niveis) foram avaliados
o fator 1 — Influéncia do diluente: amido pré-gelatinizado (+1) x celulose microcristalina (-1);
o fator 2 — o uso do agente aglutinante PVP a 1%: com PVP (+1) x sem PVP (-1) e, por
ultimo, o fator 3 — modo de producdo: producdo por compressao direta (+1) ou por via imida
(-1). Um total de 8 formulagdes, denominadas F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7 e F8, foram
delineadas para comprimidos de 125 mg de peso. Os lotes produzidos por via Umida passaram
previamente por granulacdo antes da compressdo. Para umidificar a mistura de pos, utilizou-
se a mistura de etanol e agua 1:1. Quando houve o uso de aglutinante nesses lotes, o PP foi
adicionado a mistura de etanol e 4gua. A massa Umida foi granulada através de um tamis N°
16 e secada em estufa a 40 °C por 3 horas. Em seguida, os granulos foram calibrados no tamis
N° 20 e receberam o lubrificante. Os lotes produzidos por compressao direta tiveram a mistura
dos pos realizada através de grau e pistilo.

Nas formulagbes foram utilizados o0s excipientes farmacéuticos: Celulose
Microcristalina PH 101 (fornecedor: Genix®, Lote: 90652), Amido pré-gelatinizado (Starch
1500®, fornecedor: Colorcon®) e Estearato de Magnésio (fornecedor: Natural Pharma®; Lote:
s/n).

2.4 Controle de qualidade das formulag6es de comprimidos

Foram realizados os testes de determinacdo de peso médio, dureza, friabilidade,
desintegracéo e dissolucdo seguindo as instru¢des preconizadas na Farmacopéia Brasileira, 5
Ed. (BRASIL, 2010).

Tratando-se de comprimidos nédo revestidos, para a determinacao de peso cada lote foi
avaliado atraves da pesagem de 20 comprimidos em balanca analitica Sartorius modelo BL
210S e as médias foram calculadas.

No ensaio de dureza utilizou-se um durémetro digital portatil Ethiktechnologia para
determinar a resisténcia de 10 comprimidos de cada formulagéo a ruptura sob presséo radial.
As medidas das forcas foram mensurados em Newton e a média da dureza de cada formulagéo
foi obtida.
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O ensaio de desintegracdo foi realizado em um desintegrador Nova Etica®, Modelo
301 AC. Em cada um dos seis tubos da cesta do desintegrador foi colocado um comprimido
seguido da adigd@o do disco apropriado. O liquido de imersdo utilizado foi agua mantida a 37
°C. O tempo de total desintegracdo de cada formulagéo foi registrado e o tempo limite do
experimento foi de 30 minutos, tempo maximo permitido para comprimidos ndo revestidos.

Seguindo a recomendacdo da Farmacopeia Brasileira para comprimidos de peso médio
igual ou inferior a 0,65 g, utilizaram-se no teste de friabilidade 20 comprimidos de cada
formulacéo previamente pesados. Estes foram submetidos a 25 rotacdes por minuto durante 4
minutos em friabilémetro Nova Etica® Modelo 300. Apds o teste os comprimidos foram
novamente pesados e o percentual de perda de cada lote foi calculado.

Os resultados dos testes de dureza e desintegracdo foram analisados através de uma
planilha desenvolvida por Lima et al., 2016, no MICROSOFT OFFICE EXCEL®2007
SOFTWARE para célculo dos efeitos dos fatores sobre a resposta em estudo e avaliagdo da
significancia estatistica destes no planejamento fatorial. Apo6s plotagem e anélise dos
resultados, foi realizado o perfil de dissolucdo das duas formulac6es com caracteristicas mais
favoraveis a industria.

Para isso, 0 ensaio de dissolucéo foi realizado em dissolutor Nova Etica® (Modelo
299). Foram adotados os parametros de rotacdo em 75 RPM, temperatura em 37 °C, 900 mL
de meio HCI 0,1 M por cuba, e tempo de coleta para leitura das amostras em 5, 15, 30, 45, 60
minutos, seguindo-se as exigéncias da Farmacopeia Brasileira 5°ed. para dissolucdo de
comprimidos de liberacdo imediata. Cada aliquota passou por filtracdo em filtro quantitativo
que reteve os excipientes insoltveis. O lambda maximo do extrato foi obtido por varredura
prévia do mesmo no UV Visivel (UV-1800 SHIMADZU) em uma solucdo de HCI 0,1 M
filtrada. Foi desenvolvida uma curva analitica do extrato nas concentracdes de 10,4; 15,2;
24,0; 32,0; 40,0; 56,0; 72,0 e 144,00 pg/mL, em meio HCI 0,1 M em comprimento de onda
de leitura selecionado em 269 nm, conforme varredura prévia. Através desta cuva, as
concentragdes das aliquotas do dissolutor retiradas em cada tempo foram quantificadas.

A média e desvio padrdo dos testes de peso médio e dissolucdo foram calculados e
analisados através do Software GraphPad Prism 6. Os graficos de pareto e de superficie foram

construidos, respectivamente, através dos software Excel® 2013 e Statistica® versdo 12.
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3 RESULTADO E DISCUSSAO

O extrato seco das inflorescéncias de M. caesalpiniifolia obtido por técnica extrativa
otimizada foi padronizado, apresentando teor de 7,9 mg de acido galico por grama de extrato.

Iniciando pelo processo de secagem, utilizou-se a técnica de spray drying que é uma
das mais utilizadas na industria de fitoterapicos por sua estabilidade e possibilidade do
controle das caracteristicas do produto final (VOIGT, 2000). O uso de adjuvantes na técnica
de secagem por aspersdo é uma pratica muito comum. Sao utilizados como adjuvantes uma
variedade de substancias, tais como: amido, ciclodextrinas, didxido de silicio coloidal
(Aerosil 200®), fosfato tricalcico, gelatina, goma arébica, lactose, maltodextrina, dentre outras
(OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). Destaca-se o Aerosil 200® por apresentar maior
adequabilidade quanto a estabilidade dos extratos secos diminuindo a sua umidade residual
(VASCONCELOS et al, 2005). Além disso, o seu pequeno tamanho de particula e grande
area de superficie especifica ddo caracteristicas de fluxo desejaveis que sdo exploradas para
melhorar as propriedades de fluxo de pés secos (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

A secagem do extrato padronizado de Mimosa caesalpinniifolia Benth. com Aerosil®
em spray dry apresentou rendimento de 74,4 % sobre a massa de partida. O processo
promoveu melhora no aspecto do extrato que deixou de ser muito higroscépico e de baixo
fluxo e tornou-se po fino, fluido e homogéneo, quando observado macroscopicamente. Essas
melhorias possibilitaram o uso do extrato nas operacBes farmacéuticas empregadas na
producdo de comprimidos.

Uma formulagdo farmacéutica bem-sucedida de uma forma farmacéutica estavel e
eficaz depende da selecdo cuidadosa dos excipientes que serdo adicionados para facilitar a
administracdo, promover a liberagdo consistente e protegé-lo da degradacdo (AULTON,
2005). Somado a isso, transformar uma matéria-prima a base de plantas num produto
adequado para uso industrial e outras aplicacdes terapéuticas é uma operacdo complexa que
requer a utilizacdo de tecnologias de processamento especificas seguindo normas rigorosas
estabelecidas em compéndios oficiais (COUTO et al., 2011). Para a obtencdo da
homogeneidade dos lotes de producéo é essencial a utilizacdo de métodos analiticos visando a
quantificacdo de substancias ativas ou de referéncia, bem como métodos que avaliem 0s
aspectos relativos a forma farmacéutica (TOLEDO et al, 2003).

FormulacGes de comprimidos, em geral, contém, além das substancias ativas,
adjuvantes que tém o objetivo de permitir que a operacdo de compressdao ocorra

satisfatoriamente e assegurar que o0s comprimidos sejam obtidos com a qualidade
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especificada. Os adjuvantes empregados como diluentes nessas formulagdes sdo substancias
inertes usadas para obter a massa desejada, melhorar propriedades de fluxo e caracteristicas
de compressdo (AULTON, 2005; ANSEL, 2005). Aléem da escolha dos adjuvantes,
caracteristicas como fluxo livre e propriedades de coesdo possibilitam compactacédo direta de
farmacos sem necessidade de granulacdo Umida ou seca. Porém, apenas algumas substancias
ativas podem ser transformadas em comprimidos sem sofrer quaisquer processamentos
prévios a compressdo (TOLLER; SCHMIDT, 2005).

O planejamento fatorial € uma importante ferramenta estatistica, através da qual foi
possivel delinear diferentes formulagdes para produzir os comprimidos com o p6 do extrato
seco por aspersao e avaliar o nivel de significancia cada fator e as possiveis interagdes. No
planejamento 23, qualquer efeito pode ser interpretado como a diferenca das médias, e a partir
das repetices auténticas, em uma determinada combinacdo de niveis, € possivel estimar o
erro experimental nessa combinacéo e entdo calcular a estimativa conjunta de variancia, com
base na média de todas as estimativas ponderadas pelos seus respectivos graus de liberdade
(LIMA et al., 2016).

As formulaces delineadas com o pé do extrato de M. caesalpiniifolia na analise
fatorial foram testadas usando como diluentes (fator 1) o amido pré-gelanitizado (nivel +1) ou
a celulose microcristalina (nivel -1) (Tabela 1; Tabela 2). O amido — também pertencente a
categoria de aglutinantes e desintegrantes — melhora a fluidez, a desintegracéo e a dureza dos
comprimidos. Possui propriedade de desintegracdo e dissolucdo independentes do pH do
meio, 0 que ajuda a promover a desagregacdo da massa de p6 em particulas de farmaco
primarias e acelera a taxa de dissolucdo da droga (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Os
amidos nativos possuem boas caracteristicas de compressdo, mas as suas fracas propriedades
de escoamento e a elevada sensibilidade ao lubrificante tornam-se menos adequados para
utilizagdo em compressdo direta. O amido 1500® ¢ uma forma de amido pré-gelatinizado que
foi modificado para o tornar mais fluido e compressivel, favorecendo o processo de
compressdo direta (JIVRAJ et al., 2000).

A celulose microcristalina € amplamente utilizada em farmacos, principalmente como
diluente-aglutinante em formulacdes de cépsulas e comprimidos orais, onde é utilizada em
processos de granulacdo Umida e de compressao direta (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).
E, inclusive, um dos adjuvantes mais facilmente compressiveis empregados na compressio
direta, o que pode ser explicado pela propria natureza das moléculas, que propicia a formacao
de ligacdes de hidrogénio, as quais mantém sua caracteristica de plasticidade (LIMA NETO;
PETROVICK, 1997).

Mestrado em Ciéncias Faumacéuticas Sara Léa Forntes Barbiosa



Capitulo 111 92

O segundo fator testado (fator 2) foi a influéncia do uso do aglutinantes PVVP nos testes
de qualidade, onde o nivel +1 corresponde ao uso de PVP e o nivel -1 & auséncia do mesmo.
O uso de aglutinantes promove a adesdo entre o farmaco em pd e 0s excipientes
farmacéuticos, permite o preparo de granulados e mantém a integridade do comprimido final
(ANSEL, 2005).

O modo de producéo dos comprimidos foi o terceiro fator avaliado (fator 3), variando
entre uso da via seca (nivel +1) e via umida (-1). Para produzi-los, é geralmente necessario
proceder-se a granulacdo dos constituintes para se conseguir obter a compressdo da forma
farmacéutica, exceto em casos de substancias diretamente compressiveis, nos quais a
operacdo de granulacdo € dispensavel. O wuso excipientes coprocessados (celulose
microcristalina, amido pré-gelatinizado e lactose spray dryed, por exemplo) proporciona a
fabricacdo de comprimidos por compressdo direta com suas vantagens materiais e econémicas
(PESSANHA et al., 2012; SAUSEN; MAYORGA, 2013).

As formulagdes foram preparadas seguindo a matriz de planejamento fatorial e
delineamentos apresentados nas Tabelas 1 e 2. Os resultados dos ensaios farmacopeicos
constam na Tabela 3 e na Figura 2.

As imagens dos comprimidos obtidos constam na Figura 1.

Tabela 1. Matriz de planejamento fatorial 2° para as formulaces de comprimidos de extrato
hidroalcoo6lico de inflorescéncias de Mimosa caesalpiniifolia.

VARIAVEIS
FORMULACOES Diluente Aglutinante Via de producéo
(fator 1) (fator 2) (fator 3)
F1 +1 +1 +1
F2 +1 +1 -1
F3 +1 -1 +1
F4 +1 -1 -1
F5 -1 +1 +1
F6 -1 +1 -1
F7 -1 -1 +1
F8 -1 -1 -1

Legenda: Diluente: amido 1500 (+1), celulose (-1); Aglutinante PVP: Sim (+1); N&o (-1); Via de produgdo: Via
seca (+1); Via imida (-1).
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Figura 1. Imagem de comprimido de cada uma das 8 formulacGes delineadas por
planejamento fatorial 2°.

Tabela 2. Massas dos excipientes empregados nas formulacgdes delineadas para comprimidos
de extrato padronizado de inflorescéncias de Mimosa caesalpiniifolia.

FORMULACOES

INGREDIENTES F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
Extr. Padr. Mc (52%) 3,625g  3,625g  3,625g  3,625g 3,625 3,6259g 3,625g 3,625g
Est. Mg (0,5%) 0,035g  0,035g 0,035  0,035g 0,035 0,035g 0,035g 0,035g
PVP (1%) 0,069g  0,069g - - 0,069g 0,069g - -
Amido (46,93%) 3,298 3,298g 3,298y  3,298¢ - - - -
Celulose (46,93%) - - - - 3,298 3,298 13,2989 3,298¢g
Via de producdo Seca Umida Seca Umida Seca Umida Seca  Umida

Tabela 3. Resultados dos ensaios farmacopeicos das formulaces de comprimidos delineadas
a partir do extrato padronizado de inflorescéncias de M. caesalpiniifolia.

ENSAIOS
B Peso médio Friabilidade Dureza Desintegracdo  Dissolucéo a
FORMULACOES (mg) (%) (N) (min) 45 min (%)
F1 122,2 +1,5°" 0,25 35,6 + 6,4 51+0,2 -
F2 125,0 + 1,3%9® 1,27 38,2+12,9 43+0,2 -
F3 120,6 + 1,7%% 0,50 60,2+75 6,2+0,3 104,3+0,5
F4 125,1 + 1,9%% 0,30 355+33 91+0,2 -
F5 121,9 + 1,7%™ 0,16 122 +178 18,0+0,3 -
F6 126,2 + 2,3%%¢ 0,80 86,3+ 9,4 35,00* -
F7 120,1 + 2,3%™ 0,08 129,2 + 22 23,2+0,3 82,5+ 1,6°
F8 126,1 + 3,7%°*¢ 0,08 76,2 + 13,9 234+05 -

Os valores correspondem a Média + Desvio padrdo. No Peso Médio foi utilizado ANOVA-one-way e teste de comparagdes
multiplas de Tukey. Valores de significancia para P < 0,05, sendo “a” a significancia em relagdo a F1, “b” em relagéo a F2,
“c” emrelagdo a F3, “d” em relagdo a F4, “e” em relagdo a F5, “f” em relagdo a F6, “g” em relacdo a F7, “h” em relagao a
F8. (*) A formulagdo F6 foi reprovada no ensaio de Desintegracéo, pois ultrapassou o limite de 30 minutos. (-) Ensaios de

dissolucéo néo realizados.
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3.1 DETERMINACAO DE PESO

No ensaio de determinacao de peso para comprimidos ndo revestidos com peso médio
maior que 80 mg e menor que 250 mg, pode-se tolerar ndo mais que duas unidades fora dos
limites £ 7,5% em relacdo ao peso médio, porém, nenhuma formulacdo podera estar acima ou
abaixo do dobro dessa porcentagem (BRASIL, 2010). Todas as formulacbes testadas
apresentaram resultados satisfatorios para esse teste com todas as unidades pesadas dentro do
limite de variacdo aceitavel, entretanto foi observado que aquelas produzidas por via imida —
F2, F4, F6 e F8 — apresentaram peso médio mais préximos a 125 mg enquanto que 0s
comprimidos produzidos por via seca — F1, F3, F5 e F7 — apresentaram peso inferior (Tabela
3). Estas formulacGes formaram mistura de po fino e leve o que favoreceu perdas durante o
impacto do puncéo no processo de compressdo. Tal perda foi minima na compresséo dos lotes
granulados uma vez que estes, mais densos, se organizaram melhor na matriz da compressora

e ndo se espalharam com o impacto do puncao.

3.2 FRIABILIDADE

No teste de friabilidade todos os lotes de comprimidos do extrato fabricados
apresentaram resultados satisfatérios (tabela 3, pagina 93), considerando que nenhuma
unidade testada poderia apresentar-se, ao final do teste, quebrado, lascado, rachado ou partido
ou com perda superior a 1,5% do seu peso (BRASIL, 2010). A friabilidade dos comprimidos
é um grau de resisténcia em relacdo ao choque, atrito, rolamento, agitacdo e flexdo, sendo
determinada pela percentagem de detritos que se separam do comprimido (PRISTA; ALVES;
MORGADO, 2005).

3.3 DUREZA

A dureza de um comprimido sem revestimento é a resisténcia dele ao esmagamento ou
a ruptura sob pressdo radial provocada por golpes de friccdo durante os processos de
embalagem, transporte e armazenamento (CITO; CARNEIRO, 1999). Através do grafico de
Pareto (Figura 3), investigou-se a influéncia de cada fator sobre a dureza dos comprimidos. O
valor limite para a significancia com 95% de confianca, foi calculado e considerado apenas
valores superiores a 21,2 N, como significativos para a resposta obtida. Os graficos foram

feitos utilizando uma ferramenta estatistica desenvolvida por LIMA et al, 2016. Observou-se
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que apenas os fatores 1 (diluente) e 3 (via de compressdo) apresentaram resultados

estatisticamente significativos nas formulagdes.

Figura 3. Grafico de Pareto para os efeitos dos fatores testados no planejamento fatorial e
suas interacdes para a resposta Dureza (Newtons) dos comprimidos de M. caesalpiniifolia.
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Legenda: Fator 1 (tipo de diluente); Fator 2 (presenca de aglutinante); Fator 3 (via de producdo). A linha
tracejada define o limite de significancia 21,1 N, com intervalo de confianga de 95%. Interacdo dos pardmetros 1
e 2 (1/2); Interacdo dos pardmetros 1 e 3(1/3); Interacdo dos parametros 2 e 3 (2/3); e Interacdo dos parametros 1,
2e3(1/2/3).

Com base nos resultados apresentados na tabela 3 e na figura 3, observa-se que o fator
diluente (fator 1) foi o que mais influenciou na dureza dos comprimidos obtidos, de forma
que aqueles produzidos com diluente celulose obtiveram dureza superior em
aproximadamente 61 N, em média, em relacdo aos lotes onde foi utilizado o amido. Esse
achado estda de acordo com a literatura, que explica a maior resisténcia e coesdo de
comprimidos obtidos de celulose, mesmo sob baixas forcas de compressdo, ser devido a
proximidade de grupos de hidrogénio em suas moléculas adjacentes, permitindo a formacéo
de numerosas ligacGes de hidrogénio. Durante a compressdo, a celulose microcristalina se
deforma plasticamente e, portanto, maximiza a area de ligagéo entre particulas (THOORENS
etal., 2014).

No que diz respeito a via de compressao (fator 3), através do resultado da analise
fatorial (Figura 3), foi observado que a via seca, produziu lotes de comprimidos
aproximadamente 27 N mais duros do que aqueles produzidos por via umida.

A via seca, tambeém dita compressao direta, € a preparacdo de comprimidos de uma
mistura de ingredientes sem um processo de granulacdo ou aglomeracdo preliminar. Apesar
de envolver poucas etapas, 0 delineamento de produtos para compressao direta pode ser

desafiador por ser diretamente afetada pelas propriedades do material (THOORENS et al.,
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2014). A producdo de comprimidos por compressdo direta envolve somente trés operagdes
sequenciais: pesagem, mistura dos pos e compressdo. Embora demande materiais de
enchimento e aglutinantes que costumam ser mais caros, permite uma producdo de
comprimidos em grande escala com economia de tempo e, consequentemente, de custos.
Além disso, como ndo ha emprego de agua e calor no processo, a estabilidade do produto
pode ser aumentada (AULTON, 2005; TOLLER; SCHMIDT, 2005).

A granulacdo umida é também um método de obtencdo bastante empregado, pois 0s
granulados formados apresentam boas caracteristicas de fluxo e coesividade, resultando,
assim, em comprimidos com caracteristicas fisicas (peso, resisténcia mecanica e
desintegracdo) adequadas e constantes (CURY; SILVA; CASTRO, 2008). Entretanto, a
granulacdo é sempre uma operacdo complexa e implica em inimeros passos (umidificagéo,
granulacdo, secagem), alguns deles muito delicados (SOARES; PETROVICK, 1999).

Ainda sobre a andlise fatorial do ensaio de dureza (Figura 3), ndo foram encontradas
interacOes entre os fatores, mostrando que cada fator estudado independe do nivel dos demais
fatores, no intervalo analisado.

A utilizacdo de celulose para a producdo de comprimidos utilizando-se compressdo
por via seca mostrou levar a produgdo de comprimidos mais duros, contudo as exigéncias
legais exigem apenas um limite minimo de 30 N para comprimidos, ndo sendo as durezas
elevadas um pré-requisito para a obtencdo de comprimidos tecnicamente satisfatérios,
portanto todos os lotes estudados estiveram de acordo com as exigéncias da farmacopeia
nesse quesito (ANVISA, 2008). Porém, cabe ressaltar que alguns problemas potenciais
relacionados a comprimidos estdo ligados a via de compressdo, entre eles, a dureza elevada de
comprimidos, o que podem dificultar os processos de desintegracdo e dissolucdo (SOARES;
PETROVICK,1999).

Através dos graficos de superficies, é possivel observar a influéncia do fator diluente
sobre a dureza dos comprimidos (Figura 4), que aumenta conforme este varia de amido 1500
(+) para celulose microcristalina (-) e quando a via de producéo passa de granulagédo umida (-)

para compresséo direta (+).
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Figura 4. Superficies de resposta do planejamento fatorial 2° produzida na Dureza dos
comprimidos de M. caesalpiniifolia pelos fatores diluente (amido +1; celulose -1), aglutinante
(com PVP +1; sem PVP-1) e modo de producéo (compressdo direta +1; granulacdo umida -1).
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3.4 DESINTEGRACAO

Conforme a analise estatistica realizada para a dureza, foi calculado o valor limite para
a significancia com 95% de confianga para a desintegracdo e foram considerados
significativos valore acima de 0,28 min (Figura 2). Observou-se que o fator 1 (diluente) foi o
que mais influenciou no tempo de desintegracdo dos comprimidos obtidos, onde aqueles
produzidos utilizando-se celulose apresentaram tempo de desintegragdo superior em
aproximadamente 18 minutos. A rapida desintegracdo das formulagdes com amido relaciona-
se ao fato deste, além de diluente, possuir carater desintegrante, sendo o desintegrante de
maior emprego em comprimidos convencionais (AULTON, 2005).
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Figura 5. Gréafico de Pareto para os efeitos dos fatores testados e suas interacdes para a
resposta tempo de desintegracdo (minutos) dos comprimidos de Mimosa caesalpiniifolia.
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Legenda: Fator 1 (tipo de diluente); Fator 2 (presenca de aglutinante); Fator 3 (via de producdo). A linha
tracejada define o limite de significAncia 0,28 min., com intervalo de confianca de 95%. Interagdo dos
pardmetros 1 e 2 (1/2); Interacdo dos parametros 1 e 3(1/3); Interacdo dos parametros 2 e 3 (2/3); e Interagdo dos
pardmetros 1, 2 e 3 (1/2/3).

A utilizacdo ou nédo de aglutinante (fator 2) na composicdo dos comprimidos, também
ndo trouxe influéncias estatisticamente significativas para o estudo do tempo de
desintegracdo.

Quanto a via de producéo (fator 3), no gréafico de Pareto (Figura 4) é possivel observar
um aumento discreto (aproximadamente 5 minutos), porém, significativo no tempo de
desintegracdo atribuido a este fator quando se produziu através da granulagdo Umida, embora
saiba-se que a producdo por compressao direta seja a mais relacionada a maiores tempo de
desintegracdo (SOARES; PETROVICK, 1999).

Foram encontradas interacdes duplas e triplas estatisticamente significativas entre 0s
fatores, mostrando que o efeito de cada fator sobre o tempo de Desintegracdo pode ser
modificado quando se modifica o nivel dos demais fatores. A formulagdo F6, por exemplo,
apresentou longo tempo de desintegracdo devido a influéncia das respostas do menor nivel do
fator 1 (celulose), do menor nivel do fator 3 (via imida), da interacdo dupla 1x3 e, ainda da
interacéo tripla 1x2x3 (Figura 5).

Nesse ensaio, portanto, apenas F6 foi reprovada, ultrapassando o tempo maximo
permitido de 30 minutos, enquanto as demais formulacgdes apresentaram bons resultados nos
ensaios. Os comprimidos produzidos com amido pré-gelatinizado desintegraram-se mais
rapidamente do que aqueles com celulose. Contudo, as exigéncias legais da Farmacopeia
Brasileira (2010) exigem apenas que os comprimidos desintegrem-se em um limite maximo
de até 30 minutos, ndo sendo os menores tempo de desintegragdo um pré-requisito para a
obtencdo de comprimidos tecnicamente satisfatorios (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).
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Na Figura 6 é possivel observar nas superficies de resposta o significativo aumento do
tempo de desintegracdo a medida que o diluente passa de amido 1500 (+) para celulose (-),

enguanto os fatores via de producao e uso de aglutinante foram pouco expressivos.

Figura 6. Superficies de resposta do planejamento fatorial 2° produzida no Tempo de
Desintegracdo dos comprimidos de M. caesalpiniifolia pelos fatores diluente (amido+;

celulose-), aglutinante (com PVP+; sem PVP-) e modo de producdo (compressdo direta+;
granulacdo umida-).
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Considerando o objetivo prévio de se obter pelo menos uma formulagdo aprovada e,
considerando os interesses da industria farmacéutica, que visa maior eficiéncia na linha de
producéo, baixo custo, praticidade e facil controle (SAUSEN; MAYORGA, 2013), infere-se
que as formulagdes F3 (amido 1500, sem PVP, via seca) e F7 (celulose microcristalina, sem

PVP, via seca) apresentam-se como as mais atrativas para a avaliagdo do teste de dissolugé&o.
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3.5 DISSOLUCAO

Para que haja efeito terapéutico, é necessario que ocorra a dissolu¢do do comprimido.
A partir dai seus principios ativos podem ser absorvidos atingindo assim, a circulagdo e
ligando-se aos sitios de acdo. A avaliacdo do perfil de dissolu¢do demonstra a porcdo da
droga que estara disponivel para ser absorvido no trato gastrintestinal (NGO, 2007).

Existem trés categorias de ensaios de dissolucdo para medicamentos de liberagéo
imediata, os quais permitem avaliar e comparar a cinética e eficiéncia de dissolu¢do de um
determinado produto: ensaio de dissolugdo de um Unico ponto; ensaio de dissolucdo de dois
pontos e perfis de dissolucdo. Os perfis de dissolugdo, os quais sé@o obtidos a partir da
porcentagem dissolvida de farmaco em diferentes tempos de amostragem, permitem uma
analise mais conclusiva (SERRA; STORPIRTIS, 2007).

O teste de dissolucdo consiste na utilizacdo de aparelho que simula as condicdes do
trato gastrintestinal em termos de temperatura e agitacdo para medir a quantidade de farmaco
dissolvido no meio em determinado espaco de tempo (LIRA, 2004). Para medicamentos
contendo farmacos pouco sollveis em agua, que se dissolvem lentamente, recomenda-se pelo
menos o ensaio de dissolucdo de dois pontos, ou seja, um a 15 minutos e outro a 30, 45 ou 60
minutos, para assegurar 85% de dissolucdo (ANVISA, 2017). A Farmacopeia Americana
especifica que apés o intervalo de 30 minutos, os produtos devem liberar, no minimo, 80% do
valor declarado no rétulo (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2005). No Brasil, a
ANVISA preconiza que as formas farmacéuticas de liberacdo imediata devem apresentar
dissolucdo média de no minimo 75% da substéncia ativa em até 45 minutos (ANVISA, 2010).
Para possibilitar a quantificacdo do extrato de M. caesalpiniifolia contido nos comprimidos,
das formulagdes F3 e F7, inicialmente foi feita uma varredura do extrato em UV-Visivel, de
onde se obteve o A maximo 269 nm (Figura 7), através do qual foi possivel desenvolver a
curva de calibraggo A = 0,00789C - 0,01336 (Figura 8), onde “A” corresponde a

absorbancia da amostra e “C” corresponde a sua concentragao.
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Figura 7. Espectro de absor¢do no UV-VIS do extrato hidroalcoolico de M. Caesalpiniifolia.
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Figura 8. Curva de calibracdo do extrato hidroalcodlico de Mimosa caesalpiniifolia em
solucdo de HCI 0,1 M (A maximo 269 nm).
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A validacdo de metodologia analitica para fitoterapicos deve ser feita de acordo com o
disposto na RE 899/03, porém, os resultados podem seguir os niveis de aceitacao estipulados
para métodos bioanaliticos, considerando-se a complexidade da matéria-prima vegetal. Para
métodos bioanaliticos, o valor do coeficiente de correlacéo linear (r) para aceitagcdo da curva
de calibracdo deve ser igual ou superior a 0,98 (ANVISA, 2007). A curva de calibragdo do
extrato hidroalcoolico de M. caesalpiniifolia esta de acordo com as normas da legislacdo
vigente para o controle de qualidade de extratos vegetais e fitoterapicos, uma vez que se

obteve um r igual a 0,9986 (Figura 8).
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Utilizando-se da equacgédo da reta (A = 0,00789C — 0,01336), as absorbancias das
aliquotas do ensaio de dissolucdo foram calculadas em concentracdo dissolvida e percentual
liberado do extrato (Figura 9). Aos 45 minutos do ensaio, a formulacdo F3 apresentou-se
104% dissolvida; no mesmo tempo F7 apresentou 82% de dissolucdo. Portanto, as duas
formulaces estdo em conformidade com os pré-requisitos da legislacdo brasileira que
estabelece dissolugdo minima de 75% da droga aos 45 minutos do ensaio de dissolugdo. A
formulacdo desenvolvida com amido 1500, F3, apresentou melhor perfil de dissolugdo que
F7, que tem como diluente a celulose microcristalina. Essa diferenca de desempenho se deve
a acdo desintegrante do amido, enquanto a celulose microscristalina, se usada em altas
concentracdes pode causar diminuicdo da velocidade de dissolugéo de substéancias ativas que
tenham baixa solubilidade (LIMA NETO; PETROVICK, 1997; ROWE; SHESKEY; QUINN,
2009).

Figura 9. Perfis de liberacdo de duas formulacbes de comprimidos desenvolvidas com extrato
hidroalco6lico de Mimosa caesalpiniifolia (F3 e F7).
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Uma vez que os comprimidos delineados F3 e F7 foram aprovados nos ensaios
farmacopeicos, objeto deste estudo, através de planejamento fatorial foi possivel desenvolver
duas formulacbes para comprimidos de extrato padronizado de M. caesalpiniifolia
produzidas por compressdo direta, método que permite rapida producdo e baixo custo, e que
diferem entre si apenas no tipo de diluente. Os diluentes coprocessados demonstraram seu
potencial de compressao direta, inclusive veiculando um extrato vegetal. O fator diluente foi
responsavel por diferencas significativas entre os resultados dos testes de cada lote, ndo sendo

estas diferencas um critério de rejeicao para as formulacdes.
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4 CONCLUSAO

Diferentes formulacbes de comprimidos a base de extrato padronizado de M.
caesalpiniifolia foram desenvolvidas e testadas. A secagem do extrato por aspersdo com o0 uso
de um adjuvante de secagem proporcionou melhoria no aspecto de fluxo do mesmo, o que
favoreceu as operagdes farmacéuticas de preparo de comprimidos. Através da analise do
planejamento fatorial foi possivel eleger duas melhores formulacdes do extrato. Diferindo
entre si apenas no tipo de diluente, as duas formulacdes apresentaram resultados de dureza,
friabilidade, desintegracdo e dissolugdo favoraveis aos requisitos preconizados pela
Farmacopeia Brasileira. Entretanto o uso do diluente amido pré-gelatinizado gerou
comprimidos com mais rapida desintegracdo e dissolucdo. Ambas formulacGes foram
produzidas por compressao direta, método que proporciona menos gastos e menor tempo de

producao.
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7. PERSPECTIVAS

» Desenvolvimento de estudo toxicol6gico agudo e subagudo da formulagao

desenvolvida;
» Auvaliacdo da resposta hipotensora de ratos hipertensos apos administracao oral dos

comprimidos formulados;
> Depdsito de patente reivindicando direito de prioridade sobre a formulagéo

farmacéutica desenvolvida.
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