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Ata da 3687 (trecentésima sexagésima oitava) Tese de Doutorado da aluna do Programa de
Pds-Graduagio em Produtos Maturais e Sintéticos Bioativos Laisla Rangel Peixoto, candi-
data ao Titulo de "Doutora™ em Produtos Naturais e Sintéticos Bicativos na drea de concen-
tracio Farmacoguimica.

As dezesseis horas (16h00) do dia trinta & um de agosto do ano dois mil e vinte & trés
(31/08/2023). em ambiente wvirtual de videoconferéncia através do aplicativo Google Meet,
link: meetgoogle comloju-kkwb-nzk, reuniram-se em cardier de Solenidade Pdblica os
membros da Comissio designada para examinar a aluna Laisla Rangel Peixoto, candidata
ac Titulo de "DOUTORA" em Produtos Maturais e Sintéticos Bioativos na area de
concentragcféio Farmmacoguimica. Foram componentes da Banca Examinadora os
pesquisadores: Iranildo José da Cruz Filho, Ph.D em Biotecnologia; Rodrigo Molina Martins.,
Ph.D emn Ciéncias; Sdécrates Golzio dos Santos, Ph.D em Famacoguimica; Felipe Cueiroga
Sarmento Guerra, Ph.D em Famacologia & Fabiana de Andrade Cavalcante, Ph.D) em
Farmacologia. Sendo o primeiro, integrante do corpo de pesquisadores da Universidade
Federal de Permambuco, o segundo, integrante do corpo docente da UMIFACISA & os
demais, integrantes do corpo docente da Universidade Federal da Paralba. Dando inicio aos
trabalhos, a Presidente da Banca, professora Fabiana de Andrade Cavalcante, apos
declarar os objetivaos da reunido, apresentou a candidata Laisla Rangel Peixoto, a quem
concedeu a palavra para gue dissertasse oral e sucintamente sobre o tema apresentado e
intitulado "ESTUDOS TECNOLOGICOS PARA PADRONIZACAD DO EXTRATO SECO DE
Ocotea ducked Vattimo (LAURACEAE)". Apds discorrer sobre o referido tema durante cerca
de cinquenta minutos, a candidata foi arguida pelos Examinadores na forma Regimental. Em
sequida. passou a comissdo, em carater secreto, a proceder 4 avaliagdo e julgamento do
trabalho, concluindo por atrbuir-lhe o conceito APROVADA. Em face da aprovacao,
declarou a Presidente, achar-se a examinada Laisla Rangel Peixoto, legalmente habilitada
a receber o Titulo de "DOUTORA” em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, na Area de
Concentragio Farmacoquimica, cabendo a Universidade Federal da Paraiba, providéncias,
como de direito, a expedicio do Diploma que a mesmo faz jus. Nada mais havendo a tratar,
foi lavrada a presente ata que & abaixo assinada pelos membros da Comissdo e pela
discente.
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RESUMO

PEIXOTO, Laisla Rangel, Universidade Federal da Paraiba, agosto de 2023. Estudos
TecnolOgicos para padronizacdo do extrato seco de Ocotea Duckei Vattimo
(LAURACEAE). Orientador: José Maria Barbosa Filho.

Ocotea duckei Vattimo, popularmente conhecida como “Louro-de-cheiro”, Louro-pimenta” e
“Louro-canela” ¢ um membro da familia Lauraceae encontrada no Nordeste do Brasil.
Popularmente, é utilizada no tratamento de neuralgia, dispepsia, anorexia e dor. Com relacéo
aos seus constituintes, apresenta os lignoides langambina (IAN) e EPI- langambina (EPI-IAN)
como o0s principais marcadores vegetais. Visando contribuir para o avan¢go do potencial
farmacologico das espécies vegetais brasileiras, o presente trabalho teve por objetivo
desenvolver metodologias analiticas e processos tecnologicos para obtencéo de extrato seco
(ES) padronizados de O. duckei. ApOs a coleta, as partes aéreas do material boténico
passaram por processo de secagem e trituracdo para a obtencéo da droga vegetal (DV). Com
isso, realizou-se a sua caracterizacdo fisico-quimica, sendo realizados o0s testes de
granulometria, determinacdo da densidade, teor de umidade, determinagdo do potencial
hidrogenibnico (pH), espectroscopia na regido de infravermelho com transformada de fourier
(FTIR), andlise termogravimétrica (TGA) e andlise térmica diferencial (DTA). Foi realizado
estudos fitoquimicos, como processo extrativo liquido-liquido para obtencdo de extratos e
fases e executou-se técnicas cromatograficas para obtencdo das substancias majoritarias e
outros compostos quimicos. Além disso, através da fase cloroférmica e hexanica foi realizado
o0 teste de toxicidade por Artemia salina da O. duckei. Para o desenvolvimento de métodos
analiticos para quantificacdo dos marcadores, seguiu-se com a preparacdo da amostra e
padréo, HPLC e avaliacdo dos parametros de seletividade, linearidade, limites de detecc¢éo e
guantificacéo, preciséo, efeito de matriz, exatiddo e robustez. Para a realizacdo dos estudos
tecnoldgicos, a obtencdo do ES foi feita através de um planejamento para a extracdo por
maceragdo, comparando a relagdo gradiente do solvente EtOH a 30, 50, 70 e 96% e a
proporcdo droga/solvente a 10, 20 e 30% e um planejamento fatorial 32 para a secagem por
rotaevaporagdo, no qual a celulose e o aerosil foram empregados como adjuvantes de
secagem. Os ES obtidos foram caracterizados por teste de densidade, &ngulo de repouso,
granulometria, TGA e DTA. O melhor ES obtido foi utilizado para desenvolver uma formulagéo
farmacéutica sélida (capsula). Como resultado deste trabalho, a DV foi classificada como pé
grosso, apresentou propriedades de fluxo aceitavel, como reafirmado pelo indice de
compressibilidade (25%). Além disso, foi classificado como de facil escoamento, baixo teor de
umidade (5,8%) e valor médio do pH de 6,01. A presenca das bandas no FTIR sugeriu a
presenca de grupos funcionais como aminas, &lcoois, ésteres, cetonas, acidos carboxilicos
indicando uma variedade de metabolitos secundarios, tais como flavonoides, alcaloides,
esteroides, lignoides e polifendis. A analise do TGA da DV mostrou a ocorréncia de trés etapas
de perda de massa e a analise da DTA mostrou trés picos endotérmicos. O teste de toxicidade
revelou um valor da ClLsy de baixa toxicidade. Através das técnicas cromatograficas, foi
possivel o isolamento de seis substancias, sendo a IAN e EPI-IAN 0os compostos majoritarios
e os marcadores da O.duckei. O Extrato Etandlico Bruto (EEB) e os padrées (IAN e EPI-IAN)
obtidos foram utilizados na validagcdo do método analitico de acordo com os critérios da
Conferéncia Internacional de Harmonizacao (ICH) e RDC 166, mostrando-se ser seletivo para
os dois epimeros, linear na faixa de concentracao de 5-25 ug/mL, preciso (CV < 11%), exato
(80-100%) e robusto, no qual a presente metodologia analitica pode ser aplicada no controle
de gualidade de matérias-primas e produtos a base do EEB de O. duckei. Quanto ao



planejamento da extracdo, as analises dos extratos por HPLC apresentaram concentracdes
crescente dos dois marcadores com aumento da propor¢cdo droga/solvente (v/m) e da
propor¢do Etanol/agua (v:v). O sistema contendo 96% de etanol e 30% da DV apresentou a
melhor concentracdo de IAN e EPI-IAN equivalente a 61,39 e 124,24 ug/mL, respectivamente.
O Residuo Seco (RS) apresentou resultado médio de 2,85%. Foram obtidos nove ES por
rotaevaporacdo. De acordo com as caracteristicas fisico-quimicas, os ES obtidos
apresentaram propriedades de fluxo e compressibilidade insatisfatorios. Quanto ao angulo de
repouso foram classificados como bom e justo. O estudo de caracteriza¢ao térmica com 0 ES
mostrou perfis semelhantes quanto a alteracédo da razdo, no qual a analise do TG mostrou a
ocorréncia de quatro etapas de perda de massa e a andlise da DTA mostrou trés picos
exotérmicos. A cinética de degradacao térmica foi determinada pelo método de Ozawa,
apresentando ordem de degradacéo igual a um. O melhor ES foi classificado como fino e com
baixa higroscopicidade. A caracterizacdo analitica da DV e obtencdo do ES por estudos
tecnoldgicos sdo Uteis no desenvolvimento de novos medicamentos, de forma que os
resultados obtidos neste estudo poderdo ser usados na transposi¢cao de escala e controle de
gualidade de produtos originarios das partes aéreas de O. duckei.

Palavras- chaves: Ocotea; Lauraceae; Validacao; Extrato secos



ABSTRACT

PEIXOTO, Laisla Rangel, Federal University of Paraiba, August 2023. Technological
studies for standardization of dry extract of Ocotea Duckei Vattimo (LAURACEAE).
Advisor: José Maria Barbosa Filho.

Ocotea duckei Vattimo, popularly known as “Louro-de-cheiro”, “Louro-pimenta” and
“Louro-canela” is a member of the Lauraceae family found in Northeastern Brazil.
Popularly, it is used in the treatment of neuralgia, dyspepsia, anorexia and pain. With
regard to its constituents, it presents the lignoids Yangambina (YAN) and EPI-
Yangambina (EPI-YAN) as the main plant markers. Aiming to contribute to the
advancement of the pharmacological potential of Brazilian plant species, the present
work aimed to develop analytical methodologies and technological processes to obtain
standardized dry extracts (DE) of O. duckei. After collection, the aerial parts of the
botanical material underwent a drying and crushing process to obtain the plant drug
(PD). With this, its physical-chemical characterization was carried out, being carried
out the granulometry tests, determination of the density, moisture content,
determination of the hydrogenionic potential (pH), spectroscopy in the infrared region
with Fourier transform (FTIR), analysis thermogravimetry (TGA) and differential
thermal analysis (DTA). A liquid-liquid extractive process was carried out to obtain
extracts and phases and chromatographic techniques were performed to obtain the
major substances and other chemical compounds. In addition, through the chloroform
and hexane phase, the toxicity test for Artemia salina of O. duckei was performed. For
the development of analytical methods for quantification of markers, sample and
standard preparation, HPLC and evaluation of selectivity parameters, linearity, limits
of detection and quantification, precision, matrix effect, accuracy and robustness
followed. To carry out the technological studies, obtaining the dry extract (DE) was
carried out through planning for extraction by maceration, comparing the gradient ratio
of the EtOH solvent at 30, 50, 70 and 96% and the drug/solvent ratio at 10, 20 and
30% and a 32 factorial design for drying by rotary evaporation, in which cellulose and
aerosil were used as drying aids. The DE obtained were characterized by density test,
angle of repose, granulometry, TG and DTA. The best DE obtained was used to
develop a solid pharmaceutical formulation (capsule). The DV was classified as a
coarse powder, had acceptable flow properties, as confirmed by the compressibility
index (25%). In addition, it was classified as easy drainage, low moisture content
(5.8%) and average pH value of 6.01. The presence of bands in the FTIR suggested
the presence of functional groups such as amines, alcohols, esters, ketones,
carboxylic acids and indicates a variety of secondary metabolites such as flavonoids,
alkaloids, steroids, lignoids and polyphenols. The TG analysis of the PD showed the
occurrence of three stages of mass loss and the DTA analysis showed three
endothermic peaks. Toxicity testing revealed a low toxicity LCso value. Through
chromatographic techniques, it was possible to isolate six substances, with YAN and
EPI-YAN being the major compounds and markers of O.duckei. The Crude Ethanol
Extract (CEE) and the standards (YAN and EPI-YAN) obtained were used in the



validation of the analytical method according to the criteria of the International
Conference on Harmonization (ICH) and RDC 166, proving to be selective for both
epimers, linear in the concentration range of 5-25 ug/mL, precise (CV < 11%), exact
(80-100%) and robust, in which the present analytical methodology can be applied in
the quality control of raw materials and BSE-based products from O. duckei. As for the
extraction planning, the analyzes of the extracts by HPLC showed increasing
concentrations of the two markers with an increase in the drug/solvent ratio (v/m) and
the Ethanol/water ratio (v:v). The system containing 96% ethanol and 30% PD showed
the best concentration of IAN and EPI-IAN equivalent to 61.39 and 124.24 ug/mL,
respectively. The Dry Waste (DW) presented an average result of 2.85%. Nine DE
were obtained by rotary evaporation. According to the physical-chemical
characteristics, the DE obtained showed unsatisfactory flow and compressibility
properties. As for the angle of repose, they were classified as good and fair. The
thermal characterization study with DE showed similar profiles regarding the change
in ratio, where the TG analysis showed the occurrence of four stages of mass loss and
the DTA analysis showed three exothermic peaks. The thermal degradation kinetics
was determined by the Ozawa method, presenting degradation order equal to one.
The best ES being classified as thin and with low hygroscopicity. Analytical
characterization of PD and obtaining DE through technological studies are useful in
the development of new drugs, so that the results obtained in this study can be used
in scale transposition and quality control of products originating from the aerial parts of
O. duckei.

Keywords: Ocotea; Lauraceae; Validation; dry extract.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade, as plantas séo utilizadas como fonte de medicamentos
para o tratamento das enfermidades que acometem o homem, de modo a aumentar
suas chances de sobrevivéncia através da melhoria da saude (Lopes et al., 2015). A
utilizacdo de espécies vegetais com finalidade terapéutica para se prevenir, atenuar
ou curar um estado patoldgico, € uma das mais antigas praticas aplicadas para fins
medicinais (Rossato et al., 2012).

A riqueza da diversidade vegetal brasileira contribuiu para que a utilizagdo das
plantas medicinais seja considerada uma area estratégica para o pais, que contém
cerca de 23% das espécies vegetais existentes em todo o planeta. Pesquisas
demonstram que, no Brasil, mais de 90% da populacéo ja fez uso de alguma planta
medicinal (Magalhaes, 2018).

A familia Lauraceae € constituida por cerca de 50 géneros e 3000 espécies,
sendo caracterizada quimicamente pela presenca de alcaloides, principalmente
isoquinolinicos, aporfinicos e inddlicos (Barbosa-Filho; Yoshida; Gottlieb, 1989);
lignanas e neolignanas (Gottlieb; Yoshida, 1989) e Oleos essenciais, formados em
geral por monoterpenos, sesquiterpenos e fenilprapranoides (Pino et al., 2005).

O género Ocotea, membro da familia Lauracecae, possui aproximadamente
350 espécies que sao utilizadas na medicina popular para o tratamento de infec¢des,
picada de cobra, Ulceras (Ocotea caparrapi), dor de cabeca (Ocotea bullata), febre,
tosse (Ocotea species), colicas menstruais (Ocotea nicaraguensis), diarréia (Ocotea
quixos), dentre outras (Teles, 2014).

Ocotea duckei Vattimo é nativa da Mata Atlantica do Nordeste brasileiro e foi
encontrada nos estados da Paraiba, Pernambuco, Ceard, Sergipe e Bahia e em areas
remanescentes da Floresta Atlantica (Santos, 2012). Ocotea duckei é popularmente
conhecida como "louro-de-cheiro" e "louro-canela”, sendo utilizada no tratamento de
neuralgia, dispepsia, anorexia e dor (Villamizar, 2010).

Para validacdo de plantas potencialmente terapéuticas sdo necessarias
investigacdes para estudar desde a relacdo medicina tradicional e popular;
isolamento, purificagdo e caracterizagcdo de principios ativos; observacdo da
estrutura/atividade e investigacdo farmacoldgica de extratos e/ou seus constituintes
guimicos isolados, até a operacdo de formulagdes para a producédo de fitoterapicos
(Magalhaes, 2019).



A realizacdo de estudos de estabilidade de produtos a base de plantas mostra-
se como um desafio, uma vez que apresentam uma mistura complexa de
componentes ativos com diferentes caracteristicas fisico-quimicas. No entanto, séo
de fundamental importancia para assegurar a qualidade, seguranca e eficacia do
produto final, uma vez que durante o processo de extracdo do material vegetal e de
fabricacdo do medicamento fitoterapico, os componentes ativos podem sofrer
alteracOes fisicas e quimicas, provenientes de fatores tais como: temperatura, luz, ar
e umidade, tamanho de particula, pH, natureza do recipiente de armazenamento,
dentre outros, que podem influenciar na estabilidade (Sachan; Kumar, 2015).

Estudos do ponto de vista fitoquimico e farmacolégico com esta espécie
comecaram no Laboratoério de Tecnologia Farmacéutica (LTF), no inicio da década de
90, sob a coordenacdo do Prof. José Maria Barbosa Filho. Para essa espécie sao
relatadas vérias lignanas, como iangambina, epiiangambina, sesartemina,
episesartemina, siringaresinol, 4’- O- demetilepimagnolin A e (+) - 47- O-
demetilepimagnolin A (Morais et al., 1996; Morais et al., 1998a). Nesses estudos,
foram isolados trés alcaloides benzilisoquinolinicos, sendo eles a reticulina (Morais et
al., 1998b), coclaurina (Silva et al., 2002) e N-acetilnorjuzifina (Dias et al., 2003) e um
alcaloide aporfinico descrito como laureliptina (Dias et al., 2003).

Diante desses achados, a realizacdo deste trabalho justifica-se pela
possibilidade da espécie O. duckei apresentar moléculas biotivas, demonstrando um
grande potencial farmacolégico. Além disso, poucos trabalhos relatam os processos
tecnolégicos para a padronizacdo do extrato seco de O. duckei. Portanto, torna-se
relevante investigar com maior clareza esses aspectos e realizar estudos para o
desenvolvimento de medicamentos seguros e mais eficazes.

Com base nas informacOes apresentadas, o presente estudo objetivou o
desenvolvimento de metodologias analiticas e processos tecnologicos para a

obtencao de extratos secos padronizados a partir da das partes aéreas de O. duckei.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Plantas medicinais

As plantas medicinais sao corriqgueiramente utilizadas por diferentes culturas,
visando o combate e controle de doencas e enfermidades. O uso das plantas na
medicina provém desde os tempos das primeiras civilizagdes e, nos ultimos anos, se
apresenta como um importante campo cientifico, com vistas a contribuir com o
processo de socializacao dos diversos saberes presentes no meio sociocultural. Sabe-
se que as plantas medicinais vém ganhando espaco no meio académico, seja por
suas caracteristicas terapéuticas, ou por sua influéncia nos saberes locais/sociais
(Zonner et al., 2022).

As organizagBes publicas governamentais tém demonstrado interesse e
reunido esforcos para o estudo e desenvolvimento desse tema, uma vez que
apresentam grande magnitude e possibilidade crescente de utilizacdo desses
recursos na pratica terapéutica. (Macedo, 2016).

A partir de produtos naturais, sdo isoladas moléculas que servem como
protétipos para o delineamento e planejamento de novos farmacos, assim como para
a investigacdo de novas acdes terapéuticas (Soares et al.,, 2021). Além disso, as
plantas medicinais, como fontes de moléculas promissoras para o desenvolvimento
de medicamentos, possuem menor custo quando comparado as pesquisas
com moléculas sintéticas (Pedroso; Andrade; Pires, 2021).

A busca pelos medicamentos fitoterapicos no Sistema Unico de Satde (SUS)
estd em constante crescimento (Saraiva, et. al., 2015), indicando que este aumento
requer dos pesquisadores um maior empenho, no sentido de fornecer informacdes
gue visam comprovar a autenticidade das informagOes populares e incorporar
compostos de origem vegetal ao arsenal terapéutico (Ekor, 2014).

A Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) informa que algumas
plantas medicinais ja passaram por todas as etapas de pesquisa consideradas
suficientes para comprovacao de sua eficacia, permitindo que facam parte do arsenal

medicamentoso do profissional de saude (Silva, 2020).



2.2 Familia Lauraceae

A familia Lauraceae possui 52 géneros e cerca de 3000 espécies amplamente
distribuidas nas regifes tropicais e subtropicais (Alves et al., 2002). Entre estas, 346
podem ser encontradas na Amazonia brasileira, classificando a Lauraceae como a
guinta familia de maior ocorréncia no bioma amazénico (Ter Steege et al., 2016) e
como a quarta familia com maior numero de espécies (Beech et al., 2017).

No Brasil, existem 22 géneros desta familia, dos quais 0s mais expressivos sao
Ocotea e de Nectandra, conhecidas popularmente como canelas, loureiros ou
embuias (Flores, 2022).

Na medicina popular, o uso de plantas aromaticas da familia Lauraceae é
bastante difundido, sendo empregadas no tratamento de infeccbes microbianas,
inflamacdes, dores, eczemas, na regulacdo da fertilidade e envenenamento por
picada de cobra (Lima, 2019).

Esta familia apresenta grande importancia cientifica e econémica, visto que,
devido sua ancestralidade, geodistribuicdo, biodiversidade e quimiodiversidade, seus
espécimes podem ser utilizados tanto no estudo do processo de evolugédo boténica
como na confeccdo de diferentes bioprodutos para a industria farmacéutica e
alimenticia (Salleh; Ahmad, 2017). Entretanto, devido a exploracdo econémica e
diversidade das espécies, observa-se grande numero de espécies ameacadas de
extincao (Custddio et al., 2014).

Espécies da familia Lauraceae apresentam varios grupos de metabdlitos
secundarios, sendo, em sua maioria, compostos aromaticos que possuem relevancia
significativa para classificacdo quimiotaxondémica (Silva, 2018). Estudos apontam para
a presenca de neolignanas e lignanas, alcaloides aporfinicos e benzilisoquinolinicos,
flavonoides, sesquiterpenos e pironas (Barbosa Filho et al., 1999; Giang et al., 2006;
Garcez et al., 2005; Garcez et al., 1995; Garcez et al., 2011; Gottlieb & Yoshida, 1978).

Muitos desses compostos isolados s&o importantes por apresentarem
atividades biolégicas, entre as quais se destacam as atividades antioxidante e
antimicrobiana (Souza et al. 2004, Antunes et al. 2006, Silveira et al. 2011, Yamaguchi
et al. 2012). Algumas espécies merecem destaque por serem ricas em Oleos
essencias que também apresentam propriedades biologicas variadas (Diaz et al.,
1980; Bruni et al., 20004; Alcantara et al., 2010a; Alcantara et al., 2010Db).



2.3 Género Ocotea

O maior género da familia Lauraceae € Ocotea, com 428 espécies distribuidas
na Ameérica tropical e subtropical, desde o México até a Argentina, sendo um dos
principais representantes da familia na Floresta Atlantica (Santos; Alves, 2012). O
género esta presente em todo o territdrio nacional, possuindo 172 espécies
registradas, das quais 49 estdo no estado de S&o Paulo (Quinet et al., 2015).

Sua utilizacdo pela industria farmacéutica também é extensa, apresentando
espécies com atividades biolégicas promissoras para a confec¢ao de farmacos, como
por exemplo, atividade citotoxica, antioxidante, anti-inflamatdria, antibactericida,
antifingica, anti-leshmaniose, anti-larvicida, antiplasmoédica e antimalarica (Salleh;
Ahmad, 2017).

Dentre as atividades farmacol6gicas descritas em algumas espécies do género
Ocotea, destacam-se a antimalarica (Ballabeni et al.,, 2010); antibacteriana e
antifangica (Castro; Lima, 2011); relaxante muscular (Aradjo, 2014); antioxidante
(Ogundajoet et al., 2018) e antiinflamatéria (Santos et al., 2019).

Este género mostra-se muito promissor pela presenca de metabdlitos que
justificam as suas propriedades medicinais (Quadro 1). O fenilpropanoide mais
comum no género é o safrol, constituinte principal do 6leo de sassafras obtido de O.
odorifera, O. pretiosa e O. fragrantissima (Costa, 2000). Além disso, destacam-se as
lignanas furofuranicas isoladas de O. duckei (Barbosa-Filho et al., 1999). Os
terpenoides ocorrem com frequéncia no género, e na maioria das vezes, sao
constituintes tipicos de 6leo essencial. Também foram encontrados em extratos de
folhas e cascas de espécies de Ocotea outros sesquiterpenos, principalmente com
esqueletos eudesmanicos, calamenénicos e cadinanicos (Lordello et al., 2000).

A maioria dos flavonoides isolados até o0 momento em Ocotea s&o derivados
das agliconas quercetina e de dihidroquercetina, sendo uma caracteristica que parece
ser comum para o género (Funazaki, 2006).

Os alcaloides constituem um grupo de substancias bastante frequente em suas
espécies, sendo os aporfinicos strictu sensu o0 grupo predominante (Zanin; Lordello,
2007). Além disso, foram identificados alcaloides isoquinolinicos,

benzilisoquinolinicos, bisbenzilisoquinolinicos (Custddio; Veigas Junior, 2014).



Quadro 1. Metabdlitos secundarios do género Ocotea.

Espécies Classe de metabdlitos Referéncias
Fenilpropanoides e Felicio et al., 1986.
O. aciphylla Neoli
eolignanas Romoff et al., 1984.
0. acutangula Neolignanas Vecchietti et al., 1981.
O. atirrensis Alcaloides Lopez et al., 1995a.
) Vecchietti et al., 1976.
O. brachybotra Alcaloides
Vecchietti et al., 1977.
O. brenesii Alcaloides Lopez et al., 1996.
O. bucherri Alcaloides Roensch et al., 1983.
Sehlapelo et al., 1993.
O. bullata Neolignanas Drewes et al., 1995.
Zschocke et al., 2000.
O. caesia Alcaloides Vilegas et al., 1989.

O. caniculata

Fenilpropanoides

de Diaz et al., 1977.

Fenilpropanoides, Neolignanas,

Cuca Suarez, 1980.

O. caparrapi | Alcaloides e Derivados do Ce-
Ci de Diaz e Diaz D, 1991.
Haraguchi et al., 1983.
_ Ishige et al., 1991.
O. catharinensis Neolignanas
Lordello, 1996.
Lordello et al., 1997.
O. costulatum Neolignanas da Silva et al., 1989.

O. cymbarum

Fenilpropandides,
Lignanas e

Neolignanas

Andrei et al., 1988.

de Diaz et al., 1980.




O. duckei

Lignanas e Alcaloides

Morais et al.,1996.
Morais et al., 1998.
Barbosa-Filho et al., 1999.

da Silva et al., 2002.

O. foetens

Fenilpropandides,
Lignanas e

Flavonoides

Kijjoa et al., 1994.
Pino et al., 2004.

Lopez et al., 1995B.

O. fragrantissima

Fenilpropandides

Gottlieb, 1957.

) Gilbert, 1964.
0. glaziovii Alcaloides
Casagrande e Ferrari, 1975.
©. gomez Lopez et al., 1995a.

O. guianensis

Fenilpropandides e Alcaloides

de Diaz et al., 1977.

O. holdridgeiana

Alcaloides e Flavonoides

Castro e Ruiz, 1994.

Vargas et al., 1996.

O. insularis Alcaloides Hasbun e Castro, 1993.
Goodwin et al., 1960.
O. leucoxylon Alcaloides Ahmad e Cava, 1977.
Zhou et al., 2000.
O. macrophylla Alcaloides Franca et al., 1975.
) Cava et al., 1968.
0. macropoda Alcaloides
Cava e Venkateswarlu, 1971.
O. meziana Alcaloides Lopez et al., 1995a.
Fenilpropanoides,
_ _ Garcez et al., 2005.
O. minarum Lignanas, Alcaloides e

Flavonoides

Vecchietti et al., 1979.

O. neesiana

Fenilpropandides

de Diaz et al., 1977.




0. odorifera Fenilpropandides Lordello et al., 2000.
O. opifera Fenilpropandides de Diaz et al., 1977.
O. pichurim Alcaloides Ferrari et al., 1971.
Aiba et al., 1976.
Dias et.al., 1986.
O. porosa Neolignanas e Alcaloides de Carvalho et al., 1988.
Marques et al., 1992.
David et al., 1994.
Mors et al., 1959.
_ Fenilpropandides e Derivados Mollan, 1961.
O pretiosa do Ce-Cs Maia et al., 1987.
Gottlieb e Magalhaes, 1958.
Jacobucci, 1954.
O. puberula Alcaloides Baralle et al., 1972.
Baralle et al., 1973.
O. pulchella Alcaloides Botega et al., 1993.
_ Fenilpropanoides e Derivados Naranjo et al., 1981.
O qubxos do Ce-Cs Bruni et al., 2003.
o rodine Alcaloides Grundon e McGarvey, 1960.
Hearst, 1964.
Fenilpropandides e
O. simulans Neolignanas de Diaz, 1996.
0. sp Fenilpropandides de Diaz et al., 1977.

O. teleiandra

Alcaloides e Derivados do Cs-
Ci1

Naves et al., 1961.

Vilegas e Gottlieb, 1992.

O. usambarensis

Lignanas

Carnmalm, 1956.




O. variabilis Alcaloides Cava et al., 1972.
O. vellosiana Alcaloides e Flavonoides Garcez, 1995.
O. venenosa Alcaloides Kostermans et al., 1969.

Crossley e Djerassi, 1962.
O. veraguensis Neolignanas Khan et al., 1987.

Dodson et al., 1987.

2.4 Espécie Ocotea duckei Vattimo.

Ocotea duckei Vattimo, conhecida também como Ocotea fasciculata (Nees)
Mez, é popularmente conhecida como “Louro-de-cheiro”, Louro-pimenta” e “Louro-
canela”. Apresenta-se como uma arvore com 2 a 16 metros de altura com ramos
cilindricos lenticelados e acinzentados. Suas folhas sdo subopostas a verticiladas no
apice dos ramos, em geral arcuadas quando herborizadas e com face abaxial
glabrescente a pubescente, coridceas. Suas flores sdo monoclinas e seus frutos

elipsoides, florescendo e frutificando ao longo de todo ano (Barreto, 1990) (Figura 1).

Figura 1. Ocotea duckei Vattimo-Gil

Fonte: Disponivel em: <http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB17944>. Acesso em: 17 de marco de
2023.

Essa espécie é encontrada no Suriname, Guiana, Venezuela, Bolivia e no
Brasil. No Nordeste brasileiro, ocorre em ambientes de restinga, florestas ombrofilas
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e semideciduais de terras baixas e submontana. Além disso, aparece na Caatinga nos
estados de Alagoas, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Ceara e Sergipe
(Santos, 2012) (Figura 2).

Figura 2. Mapa de registros de ocorréncia da espécie O. duckei

+

Leaflet | SiBBr, Map data © OpenStreetMap, imagery © CartoDB

Fonte: Disponivel em: < https://ala-bie.sibbr.gov.br/ala-bie/species/290192>. Acesso em: 17 de mar¢o de 2023.

A O. duckei é popularmente é utilizada no tratamento de neuralgia, dispepsia,
anorexia e dor (Villamizar, 2010). Estudos farmacoldgicos com a O. duckei
demonstraram eficacia contra 4caros em método de fumigacédo, como também acéo
cardiovascular e antileishmanial (Moraes; Camara; Silva, 2017). Estudos realizados
frente a ensaio antibacteriano demostrou que o extrato etandlico bruto da O. duckei
apresentou bioatividade para S. aureus (Antunes et al., 2006).

Para essa espécie, sao relatadas varias lignanas como: iangambina,
epiiangambina, sesartemina, episesartemina, siringaresinol, 4'- O-
demetilepimagnolin A e (+) - 4”- O- demetilepimagnolin A (Morais et al., 1996; Morais
et al.,, 1998a) (Quadro 2). Foram isolados trés alcaloides benzilisoquinolinicos:
reticulina (Morais et al., 1998b), coclaurina (Silva et al., 2002) e N-acetilnorjuzifina
(Dias et al.,, 2003). Além disso, também foi isolado um alcaloide aporfinico, a
laureliptina (Dias et al., 2003) (Quadro 3).



Quadro 2. Lignoides isolados de Ocotea duckei.

11

Estrutura

Nome

Classe

OCH,

OCH,

OCH;

H,CO.

HyCO

OCHy

langambina

Lignana Furofuranica

HaCO'

OCH;

Epi-langambina

Lignana Furofuranica

OCH;

OH

OCH,

HsCO

HO

OCH,

Siringaresinol

Lignana Furofuranica

HsCO.

HyCO

OCH,

(+)-47-O-
dimetilepimagnolin A

Lignana Furofuranica
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QOCH,

OH

OCH,

OCH,

4’-0-
Dimetilepiiangambina

Lignana Furofuréanica

OCH,

HyCO.

HyCO

OCH,

Sesartemina

Lignana Furofuranica

QOCH;3

OCH3

Episesartemina

Lignana Furofuranica




Quadro 3. Alcaloides isolados de Ocotea duckei

13

Estrutura

Nome

Classe

HO l

CH,

Metilcoclaurina

Benzilisoquinolinico

HaCO
O NH
HO
HO l

Coclaurina

Benzilisoquinolinico

HiCO

Reticulina

Benzilisoquinolinico

Metilreticulina

Benzilisoquinolinico

Laureliptina

Aporfinico
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H,CO

HO

OCH,

OCH;

Tetrahidrocolumbamina

Tetrahidroprotoberberinicos

HO

H4CO

OCH;

OH

Discretamina

Tetrahidroprotoberberinicos

HsCO

OH

COCH,

N-acetilnorjuzifina

Benzilisoquinolinico

H3CO

HO

N-6xido de reticulina

Benzilisoquinolinico

mostrou que sado formados por

A analise dos Oleos essenciais extraidos de diversas partes de O. duckei

misturas complexas de monoterpenos e

sesquiterpenos. O teor das folhas tem como componente majoritario, o trans-

cariofileno. Os sesquiterpenos, a-humuleno e &- selineno, também representaram um

teor significativo. O fruto apresenta d-limoneno em concentracdes elevadas. No caule,

ha predominancia de B-eudesmol, enquanto na raiz o principal constituinte foi o elemol

(Lacerda, 2004).
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2.5 Compostos majoritarios na Ocotea duckei

A iangambina (IAN) e seu epiméro epi- iangambina (EPI- IAN) séo lignanas do
tipo furofuranica, representando os maiores constituintes da O. duckei (Morais et al.,
1999).

Os primeiros estudos realizados com a iangambina isolada da O. duckei foram
relatados por Pachu et al. (1993), os quais sugeriram atividade depressora do sistema
nervoso central, podendo atuar como anticonvulsivante e hipnético-sedativo. Aimeida
e colaboradores (1995) avaliaram a acao analgésica, no qual a iangambina mostrou
um efeito inibitorio significativo do niumero de contorcBes abdominais induzidas por
acido acético através de um teste que envolveu estimulo quimico. A iangambina
também apresentou atividade de inibidor seletivo do fator de agregacéo plaquetaria
(PAF) em choque anafilatico (Castro-Faria-Neto et al., 1995; Araujo et al., 2001).

Outras pesquisas demonstraram que a iangambina possui efeito de inducao de
apoptose em células de tumor colorretal (Hausott et al., 2003); atividade sobre o
sistema nervoso central (Sousa et al., 2005; Lima, 2005); atividade antiinflamatoria e
como inibidor da producdo de oOxido nitrico (Kim et al., 2009). Ensaios de
mutagenicidade mostraram que a iangambina ndo apresentou potencial mutagénico.
A iangambina isolada das folhas de O. dukei, em tetes in vitro e in vivo, ndo mostrou
ser citotdxica, genotdxica e mutagénica, bem como, apresenta um valor de DLso acima
de 2000 mg/kg, sendo considerada de baixa toxicidade ou praticamente n&o toxica
para camundongos Swiss. (Marques et al., 2003).

Trabalhos realizados in vitro por Monte-Neto e colaboradores (2011) com
parasitas das espécies de Leishmania chagasi e L. amazonenses mostraram que a
langambina apresenta uma significativa atividade antipromastigota e antiamastigota
em macrofagos murinos infectados com L. chagasi. Aradjo et al. (2014) demonstrou
gue a iangambina induz efeitos hipotensivos e taquicardicos em ratos normotensos.

As lignanas iangambina e epi-iangambina representam potenciais candidatas
a terapéutica alternativa para Leishmaniose Cutanea (LC), uma vez que
demonstraram efeito leishmanicida in vitro, acompanhada da reducdo da resposta
inflamatéria de macréfagos infectados por L. amazonensis ou L. braziliensis, que séao
agentes etiologicos da LC no Brasil (Silva, 2022).

Poucos trabalhos relatam as atividades farmacoldgicas da epi-iangambina.

Assim, torna-se relevante investigar com maior clareza esses aspectos e realizar
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estudos de isbmeros para o desenvolvimento de medicamentos seguros e mais

eficazes.

2.6 Aspectos envolvidos na padronizacdo de extratos vegetais

A transformacdo de uma planta em um medicamento deve priorizar a
preservacdo da integridade quimica dos principios ativos e, consequentemente, a
acdo farmacoldgica do vegetal, a fim de garantir a constancia da acédo biolégica
desejada. Para atingir esses objetivos, a producdo de fitoterapicos requer estudos
prévios relativos aos aspectos botanicos, agronémicos, fitoquimicos, farmacoldgicos,
toxicologicos, e de desenvolvimento de metodologias analiticas (Klein et.al., 2009).

O desenvolvimento de um fitoterapico padronizado agrega um valor tecnolégico
no desenvolvimento da forma farmacéutica contendo plantas medicinais, além de
garantir a qualidade e eficacia do medicamento. Para isto, inicialmente deve-se fazer
um levantamento bibliografico na literatura cientifica e popular, visando a droga
vegetal e suas propriedades quimicas e farmacologicas. Posteriormente, coleta-se um
espécime da planta e prepara-se uma exsicata, seguindo-se com a identificacao
botanica e o registro em um herbério oficial (Fernandes, 2013).

Os medicamentos derivados de plantas medicinais estdo largamente
disponiveis no mercado sob formas fluidas tradicionais. No entanto, observa-se que a
transformacdo de extratos vegetais em extratos secos vem sendo amplamente
utilizada no desenvolvimento de fitoterapicos. Produtos na forma sélida possuem
vantagens significativas em relacdo as formas liquidas convencionais, como maior
concentracdo, estabilidade quimica, fisico-quimica e microbiolégica, facilidade de
padronizacdo, maior concentracdo de compostos ativos, facilidade de transporte,
menor espaco para a armazenagem do produto e capacidade de transformagéo em
diferentes tipos de formas farmacéuticas soélidas (Fernandes, 2013).

A quiralidade deve ser considerada no planejamento e sintese de novos
produtos farmacéuticos, uma vez que a disposicdo cinética e dinamica
estereosseletiva é afetada, pois ao administrar um farmaco quiral na forma de
racemato, os dois enantidbmeros podem sofrer 0s processos de absor¢ao, distribuicéo,
metabolizagdo e excregcdo de forma estereosseletiva, por meio de interagdes com
alvos moleculares (relacdo estrutura-atividade/REA). Dessa forma, farmacos

comercializados como racematos estdo sendo exaustivamente estudados, na
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tentativa de obter vantagens farmacoldgicas e econ6micas sobre a producdo do
enantidmero em sua forma isolada (Oliveira, 2011).

Os estudos fitoquimicos compreendem as etapas de isolamento, elucidagcao
estrutural e identificagdo de constituintes do vegetal, sobretudo aqueles originarios do
metabolismo secundario, responsaveis, ou nao, pela acdo bioldgica. Ressalta-se
também a importancia do estabelecimento de marcadores quimicos, que séao
substancias quimicas caracteristicas de determinada espécie vegetal, que séao
indispensaveis ao planejamento e monitoramento das acfes de transformacédo
tecnolégica, bem como aos estudos de estabilidade dos produtos intermediarios e
finais (Abranches, 2015).

Os métodos analiticos permitem a avaliacdo da qualidade do produto
fitoterapico, garantindo, assim, a constancia de acdo terapéutica e a seguranca de
utilizacdo (Souza-Moreira et.al.,2010). A validacdo deve garantir, através de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados. Os parametros normalmente avaliados
nos programas de validacdo de metodologia analitica sdo: exatiddo (acuracidade),
precisdo, especificidade, limite de deteccao, limite de quantificacdo, linearidade,
robustez e teste de conformidade do sistema, além da seletividade e a sensibilidade
do método. No Brasil, a validacdo de métodos analiticos é regulada pela ANVISA pela
RDC N° 166, de 24 de julho de 2017, que entrou em vigor a partir de janeiro de 2018
(Brasil, 2017).

O desenvolvimento de métodos analiticos € necessario para controle da pureza
enantiomérica de matérias-primas e produtos acabados de farmacos quirais. Além
disso, os registros das agéncias regulatorias tornam compulsoria a disponibilidade de
técnicas enantiosseletivas para assegurar a composicao estereoisomérica de
substancias quirais (Oliveira, 2012).

Torna-se necessario realizar estudos de estabilidade de produtos a base de
plantas, com o intuito de assegurar a qualidade, seguranca e eficacia do produto final
e diminuir as alteracbes dos componentes ativos (Lombardo e Eserian, 2015). No
Brasil, os testes de estabilidade de produtos farmacéuticos, para fins de determinagéo
de prazo de validade, devem seguir as diretrizes estabelecidas no guia de estudo de
estabilidade publicado pela RDC N° 318, DE 6 DE NOVEMBRO DE 2019 (Brasil,
2019).
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Deve-se salientar que a utilizacdo segura das plantas medicinais esta vinculada
ao conhecimento adequado, de forma a ndo causar perda na efetividade dos
principios ativos existentes nas plantas, bem como evitar o risco de intoxicacdes
geradas pelo uso indevido (Emiliano e Balliano, 2019).

Por tanto, faz-se necessario validar as plantas medicinais como medicamentos
eficazes e seguros, de modo que a autorizacao oficial de seu uso seja fundamentada
em evidéncias experimentais comprobatdrias de que o risco a que se expdem aqueles
gue as utilizam seja suplantado pelos beneficios que possam delas advir (Simdes;
Schenkel; Gosmann, 2002).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Desenvolver metodologias analiticas e processos tecnoldgicos visando a
obtencao de extratos secos padronizados de Ocotea duckei.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a caracterizagdo organoléptica, identificacdo macroscépica e
microscépica das drogas vegetais de O. duckei.

¢ Identificar e quantificar os marcadores quimicos nos extratos de O. duckei.

e Desenvolver processos de extracdo para obtencdo tecnoldgica de extratos
secos a partir das partes aéreas de O.duckei.

e Realizar o teste de toxicidade por Artemia salina da O. duckei, através da
disponibilidade do seu extrato.

e Desenvolver e validar uma metodologia analitica por cromatografia para
analise quimica das drogas vegetais e extratos de O. duckei.

e Padronizar e otimizar o método de secagem para obtencdo do extrato seco
(ES) de O. duckei, utilizando um planejamento experimental para estudar as
variaveis do processo e suas influéncias no processo.

e Caracterizar por teste de densidade, angulo de repouso, granulometria,
Termogravimetria (TG) e Analise Térmica Diferencial (DTA) os extratos secos

obtidos.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Coleta e identificagdo do material botanico

As partes aéreas de O. duckei foram coletadas no municipio de Santa Rita,
estado da Paraiba, em trés periodos. A primeira coleta foi realizada em maio de 2018,
a segunda coleta em marco de 2019 e a terceira em abril de 2022. A identificacéo
botanica do material vegetal foi realizada pela Prof2. Dra. Maria de Fatima Agra, do
Centro de Biotecnologia (Cbiotec/UFPB). A exsicata desta espécie encontra-se
depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), do Centro de Ciéncias Exatas
e da Natureza (CCEN/ UFPB) sob o codigo AGRA 4309. (SIGEN)

4.2 Obtencéo da droga vegetal (DV)

O material vegetal (partes aéreas) das trés coletas foi desidratado em estufa
com ar circulante a temperatura de 40 °C durante 72 horas. Apos secagem, foi
submetido a um processo de pulverizagdo em moinho mecanico, obtendo-se 3 quilos,
da primeira coleta, 3,8 quilos da segunda coleta e 16 quilos da terceira coleta, da

droga vegetal.

4.3 Caracterizacgéo fisico-quimica da DV

A caracterizagao fisico-quimica foi realizada com a droga vegetal obtida da

segunda coleta, realizada em marc¢o de 2019.

4.3.1 Granulometria

O ensaio de granulometria seguiu a metodologia descrita na Farmacopeia
Brasileira (2019). O procedimento utilizou 25 gramas da droga vegetal das partes
aéreas da O. duckei, que foi submetida a uma série de tamises com abertura de
malhas diferenciadas (1,18; 0,71; 0,35; 0,149; 0,074 MM) dotado de um vibrador
(Bertel), durante 15 minutos. O tamanho das particulas foi analisado em triplicata e
avaliado pela quantificacdo percentual de retencdo do p6 em cada tamis de acordo

com a seguinte equagéao (1):
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% Retido pelo tamis = P1 + P2 + P3 /3 x 100(1)

Onde:
P1, P2 e P3 = peso da amostra retida em cada tamis (g).

4.3.2 Determinacédo da densidade

A determinacdo da densidade seguiu 0 método descrito na Farmacopeia
Brasileira (2019), na qual 10 gramas da droga vegetal das partes aéreas de O. duckei
foram acondicionadas em uma proveta de 50 mL e submetidas a sucessivas quedas
de até 500 vezes a uma altura de 20 cm. Com o volume inicial medido, calculou-se a
densidade aparente (equacdo 2) e, apdés 0 processo, a densidade compactada
(equacéo 3). A partir das densidades aparente (da) e compactada (dc), determinou-
se o Fator de Hausner (FH) e o indice de compressibilidade (IC), conforme a equag&o
(4) e a equacéo (5), respectivamente (Aulton, 2005).

Ma Ma Dc
Da=-- (2) Dc=7- (3) FH-= oo (4) IC =Dc—Da/Dc x100(5)

Onde:
Ma = massa aparente;
Va = volume aparente;

V¢ = volume compactado.
4.3.3 Teor de umidade

Dois gramas da droga vegetal foram transferidos para pesa-filtro (Cadinho)
previamente dessecado e tarado. A amostra foi submetida a aquecimento em estufa
a 105 °C durante 24 horas, com posterior resfriamento em dessecador e pesagem. Os
resultados de trés determinagdes foram avaliados em termos de porcentagem

ponderal sobre a quantidade da amostra, utilizando a equacao (6).

% Perda = Pu— Ps /Pa x 100(6)

Onde:
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Pa = peso da amostra (g).
Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacéo (g).

Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra apds a dessecacao (Q).

4.3.4 Determinacédo do potencial hidrogenidnico (pH)

Pesou-se em um béquer 5 gramas da droga vegetal e, em seguida, foi
adicionada 50 mL de 4gua destilada. A mistura foi submetida a rotacdo mecénica, de
forma que as particulas ficassem suspensas. O eletrodo do pHmetro foi inserido ao

béquer e esperou-se o0 equipamento estabilizar até obter um valor fixo.

4.3.5 Espectroscopia na regido de infravermelho com transformada de
fourier (FTIR)

A FTIR foi determinada utilizando um equipamento Spectrum 400 da Perkin
Elmer. A técnica FTIR foi usada para analisar a droga vegetal, utilizando a faixa de
varredura de 4000 a 400 cm™,

4.3.6 Analise termogravimétrica (TGA) e analise térmica diferencial
(DTA)

A anadlise da droga vegetal foi obtida em termobalanca modelo TGA-50H da
Shimadzu (Quioto-Japdo), sob a razdo de aquecimento de 10 °C min, em faixa de
temperatura de 25 a 900 °C, e em atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL mint). Foi
utilizada uma massa de aproximadamente 7 mg da amostra, acondicionada em
cadinho de alumina. Os célculos de perda de massa foram realizados com auxilio do

programa Tasys 60 da Shimadzu®.

4.4 Obtencdo dos compostos quimicos

4.4.1 Obtencao do Extrato Etandlico Bruto (EEB)

O material seco e pulverizado da primeira coleta (3 kg) foi submetido a

maceragdo com etanol a 95%, em intervalos de 72 horas, em triplicata. Ao total foi
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obtido cerca de 50 litros da solucdo extrativa resultante da maceracéo, a qual foi
concentrada em rotaevaporador sob pressao reduzida, a uma temperatura média de
40°C, sendo obtido 273 gramas do Extrato Etandlico Bruto (EEB).

4.4 .2 Particionamento do EEB

Uma aliquota do EEB da primeira coleta (70 g) foi dissolvida em 500 ml de
MeOH:H20 (7:3) e homogeneizada sob agitacdo mecéanica por uma hora, para
obtencdo da solucdo hidrometandlica que foi submetida sequencialmente a um
particionamento em ampola de separacdo com 0S seguintes solventes hexano,
cloroféormio, acetato de etila e N-butanol. As fases foram, entdo, desidratadas com
sulfato de sddio anidro (Na2S0a), filtradas e concentradas em evaporador rotativo sob
pressdo reduzida a uma temperatura média de 40 °C, obtendo-se: 11,1 g da fase
hexanica; 9 g da fase cloroférmica; 7,8 g da fase acetato de ela; 2 g da fase n-

butandlica (Esquema 1).
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Esquema 1. Particionamento do EEB de Ocotea duckei.

EEB (70 g)
-Dissolugdo em MeOH: H,0
(7:3);
-Agitacao;
-Particdo em ampola de
separagdo com Hexano
~ ~A - -Secagem com Na;S0g;
Solugao Fase Hexanica i acx0 simples;

Hidroalcodlica |

(]_1,]_ g) - Concentragdo em
evaporador rotativo.
-Particdo em ampola
de separagdo com
Cloroférmio
- Fase -Secagem com Na;SOyg;
-Particdo em ampola Solugao Cloroférmica -Filtragdo simples;
de separagio com  Hidroalcélica Il - Concentracio em
Acetato de Etila 909) evaporador rotativo.
- Fase Acetato  -Secagem com Na;SOs;
-Particio em ampola _ SO|U(§3_-0 de Etila -Filtragdo simples;
de separaciio com N- Hidroalcolica Il Concentracdo em
Butanol (7’8 g) evaporador rotativo.

SO|UQ§O Fase N- -Secagem com Na,SOj;
Hidroalcolica Butanolica -Filtragdo simples;
- Concentragdo em
IV ( 2 g) evaporador rotativo.
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Uma marcha para lignoides e alcaloides foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Barbosa-Filho et al. (1999), para obtencdo dos residuos
isentos de lignoides e alcaloides (Esquema 2).

O EEB (200 g) obtido da primeira coleta foi tratado com solu¢do de &cido
acético a 10%, sob agitacdo mecénica e filtrado em celite, formando um residuo que
foi descartado e um extrato aquoso acético, extraido em cloroférmio e desidratado
com sulfato de sédio anidro (NazSOs), obtendo-se 4,5 g da fase cloroformica em pH
acido respectivo a fracao de lignoides totais (FLT) e o extrato acético. O extrato acético
foi basificado em hidréxido de aménio (NH4OH), a frio, até pH 9-10 e extraido com
cloroformio (CHCL3), até reacdo negativa com reagente de Dragendorff, obtendo-se a
fase cloroférmica. Posteriormente, a fase foi tratada com agua, seca com sulfato de
sédio anidro e concentrada sob pressdo reduzida, resultando 0,9 g de fracdo de
alcaloides totais (FAT).

Esquema 2. Marcha de Lignoides e Alcaloides de Ocotea duckei.

- Acido acético;

200 g de EEB - Agitacdo mecanica;
- Filtracdo em Celite®.

I I

- Extragéo de (I:\IHCIS; Extrato aquoso Residuo
- Secada com Naz2SO4 acético (Descartado)

anidro.
| |

Fase cloroférmica - Fragédo
de Lignoides Totais (FLT) -

Basificada com

Extrato acético com NH4OH até pH 9-10:

constituintes ndo ionizados

45¢g - Extragcdo com CHCI3
—
( |
Fase aquosa Fase cloroférmica obtida
alcalinizada em pH alcalino

- Lavada com agua;

-Secada com

Na>SO4 anidro. Fracé&o de Alcaloides
Totais (FAT)-0,9¢g
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4.4.3 I1solamento e purificacdo dos constituintes quimicos de O. duckei

4.4.3.1 Fracionamento cromatografico da fase cloroférmica de O.

duckei

Uma aliquota da fase cloroférmica (2,5 g) foi submetida a cromatografia em

coluna sob média presséao, utilizando o equipamento Sepacore® Easy Purification

Systems da Buchii. Utilizou-se como fase estacionéria 51 g de silica gel 60 (7734

MERCK - 0,063 — 0,200 mm) e uma coluna de vidro cilindrica adequada. Como fase

movel, utilizaram-se hexano, cloroférmio e metanol, em sistema gradiente e isocratico,

distribuidos em onze ciclos, todos com o fluxo a 17 ml/min (Tabela 1). Foram coletadas

40 fragbes com 50 ml cada, as quais foram concentradas em evaporador rotativo sob

pressao reduzida a temperatura média de 40 °C.

Tabela 1. Método utilizado na cromatografia sob média presséo da fase cloroférmica

de O. duckei.

Método FracBes coletadas
1° Ciclo 100% Hexano ODFD-F1 a ODFD-F5
2° Ciclo Hexano e Cloroférmio (80%:20%) ODFD-F6 a ODFD-F10
3° Ciclo Hexano e Cloroférmio (60%:40%) ODFD-F11 a ODFD-F13
4° Ciclo Hexano e Cloroférmio (50%:50%) ODFD-F14 a ODFD-F16
5° Ciclo Hexano e Cloroférmio (20%:80%) ODFD-F17 a ODFD-F20
6° Ciclo 100% Cloroférmio ODFD-F21 a ODFD-F23
7° Ciclo Cloroférmio e Metanol (97%:3%) ODFD-F24 a ODFD-F26
8° Ciclo Cloroférmio e Metanol (95%:5%) ODFD-F27 a ODFD-F30
9° Ciclo Cloroférmio e Metanol (90%:10%) ODFD-F31 a ODFD-F33
10° Ciclo Cloroférmio e Metanol (60%:40%) ODFD-F34 a ODFD-F37
11° Ciclo Cloroférmio e Metanol (30%:70%) ODFD-F38 a ODFD-F40

As fracOes obtidas foram concentradas sob pressédo reduzida a uma

temperatura de 40 °C em rotaevaporador. Posteriormente, estas fragcdes foram

analisadas por RMN de H, '3C para identificacdo/determinacdo estrutural, sendo

possivel identificar a substancia OD-1 (25 mg), correspondente a fragdo ODFD-26.
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4.4.3.2 Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila de O.

duckei

A fase acetato de etila foi submetida & cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP), utilizando como fase moével uma mistura de acetato de etila e
metanol (95%:5%). Foram coletadas 3 faixas, as quais foram filtradas e concentradas
em evaporador rotativo sob pressao reduzida a temperatura média de 40 °C, obtendo
assim 3 fracdes (FX-1, FX-2 e FX-3). Posteriormente, estas fragcdes foram analisadas
por RMN de 'H, 3C para identificacdo/determinacédo estrutural, sendo possivel
identificar uma substancia que foi codificada como OD-2 (8 mg), correspondente a
fracdo FX-3.

4.4.3.3 Fracionamento cromatogréfico da FAT de O. duckei

A casca de caule seca e em p6 (6,500 g) foi extraida com 80% de EtOH a
temperatura ambiente por 4 dias. Este extrato, apos ser concentrado sob vacuo (600
), foi suspenso em HCI a 3%, filtrado sobre Celite e extraido trés vezes com CHCls.
A fracdo de H20 foi alcalinizada com NH4OH até pH 9 e extraida novamente com
CHCIs. O extrato de CHCls foi lavado com Hz0, seco (Na2S0O4) e o solvente evaporado.

A fracdo alcaloide (9,2 g) foi cromatografada sobre uma coluna de 6xido de
aluminio eluida com misturas de CHCIz e MeOH numa ordem de polaridade crescente,
obtendo trés fragdes.

Estes foram submetidos a cromatografia em camada delgada preparativa
(CCDP), eluindo com CHCIs: MeOH (6,5: 3,5). A partir deste procedimento, foram
isoladas trés substancias: OD-3 - 0,020 g; OD-4 (0,015 g) e OD-5 (0,008 g).

4.4.4. Analise e identificagdo estrutural

As identificacbes estruturais foram realizadas por meio de métodos
espectroscopicos, tais como: Ressonancia Magnética (RMN) 'H e 13C e
bidimensionais

Os espectros de RMN de Hidrogénio (RMN de 'H) e de Carbono (RMN de 3C),
além de técnicas bidimensionais, foram registrados em espectrdmetro das marcas

Bruker Ascend, operando a 400 MHz e Varian System, operando a 500 MHz do
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Laboratorio Multiusuario de Caracterizacdo e Analise (LMCA) do Instituto de Pesquisa
em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). Os solventes deuterados utilizados foram cloroférmio (CDClsz), metanol
(CD3OD) e Acetona-d6.

Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm),
sendo utilizado o proprio solvente como referéncia interna e as constantes de
acoplamento (J) em Hz. As multiplicidades no espectro de RMN de 1H foram indicadas
segundo as convencdes: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dl (dupleto
largo), dd (duplo dupleto), t (tripleto) e m (multipleto). Os espectros de RMN de 13C

foram obtidos utilizando-se a técnica de APT.

4.5 Bioensaio com Artemia salina Leach

O bioensaio com A. salina € baseado na técnica descrita por Meyer e
colaboradores (1982). Apés a escolha e preparacdo do extrato, procedeu-se a
implantac&o e padronizagdo da metodologia com A. salina. Os testes de toxicidade
foram realizados com duas fases (Hexanica e Cloroférmica) da O. duckei.

De inicio, preparou-se a solugdo salina oriunda da solubilizagdo de 39g de sal
marinho em 1 litro de agua destilada. Dessa forma, foi realizado o ensaio e,
posteriormente, os cistos de A. salina foram colocados na incubadora, junto com a
solucéo salina, em um dos lados do recipiente. A parte do sistema contendo os cistos
foi recoberta com papel aluminio, para que as larvas, ap0s a eclosao dos cistos,
fossem atraidas pela luz do outro lado do sistema, forcando-as a atravessar a
divisoria.

Apbs 24 horas, em temperaturas compreendidas entre 22° C — 29° C e sob
iluminacdo de uma lampada incandescente (40 W), os cistos eclodiram. Em um
béquer mediu-se 40mg da fase Hex da O. duckei, que foi dissolvido em 400 uL de
Cremofor® (solvente) e 20 mL da solucédo salina, obtendo-se a solucdo mae. Em
seguida, em tubos de ensaio, foram adicionados 2500, 1875, 1250, 625, 250 e 125 pL
da solucdo mae e 5 mL da solugéo salina, obtendo as concentragdes de 1000, 750,
500, 250, 100 e 50 pg/mL, respectivamente. Em cada tubo foi adicionado 10 artemias
gue foram coletadas com auxilio de uma pipeta de Pasteur. Cada concentragéo foi

testada em triplicata.
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O conjunto permaneceu em incubagcdo sob luz artificial por 24h e,
posteriormente, foi realizada a contagem do numero de larvas vivas e mortas, para
determinacado da CLso (concentragéo que produz 50 % de letalidade).

A segunda fase utilizada foi a cloroférmica. Seu emprego seguiu as mesmas
etapas listadas para a primeira fase.

Os valores de CLso foram calculados através da expressédo dos resultados
como uma percentagem dos controles e determinados graficamente a partir das
curvas concentracao-resposta por regressao nao-linear com intervalo de confianga de
95%.

4.6 Desenvolvimento de métodos analiticos para quantificacdo dos

marcadores

4.6.1 Preparacdo da amostra e padrao

A metodologia de preparagcdo da amostra foi adaptada de Dias, 2011. As
amostras utilizadas foram o EEB e a substancia OD -1. A amostra do EEB foi
preparada pesando-se 10 mg da amostra, diluindo-se para 10 ml em um balédo
volumétrico com etanol: agua (50:50) obtendo-se uma solucéo estoque (SE) contendo
1 mg/ml de solucéao do EEB.

A solucéo estoque (SE) do EEB foi submetida a um processo de extragao.
Foram retirados os volumes de 0,1; 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 mL desta SE e colocados em
um tubo distintos e a cada um foi acrescido respectivamente 0,9; 0,8; 0,6; 0,4 e 0,2
mL de H20. Em seguida, adicionou-se 3 mL de diclorometano a cada um e realizou-
se uma agitacao no vortex por 2 minutos, seguida de uma agitagdo por 10 minutos
na centrifuga. Logo apos, retirou-se assim os 3 mL da fase diclorometano, seguindo-
se para 0 armazenando. Repetiu-se esse processo mais duas vezes, obtendo 9 mL
da fase diclorometano de cada amostra, no qual, desta fase, 4 mL foram retirados e
secos. Para analise em HPLC, as amostras secas foram ressuspendidas em 2 mL de
acetonitrila: adgua (50:50), obtendo-se assim as concentracfes de 0,95; 1,34; 1,86;
2,49 e 3,18 ug/mL das amostras da fase diclorometano.

A amostra padréao foi preparada pesando-se 3 mg da OD-1, diluindo-a para 10 ml
em um baldo volumétrico com acetonitrila: agua (50:50), obtendo-se uma SE

contendo 0,3 mg/ml de solucdo padrdao OD-1. Foram retirados os volumes de 0,16;
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0,33; 0,50; 0,66 e 0,83 mL desta SE, que foram colocados em balGes distintos de 10
mL e a cada um foi acrescido 10 mL de acetonitrila: agua (50:50), obtendo-se assim
as concentracdes de 5; 10; 15; 20 e 25 pg/mL das amostras do padrao. Para analise
de HPLC, as amostras foram ressuspendidas em 2 mL de acetonitrila: agua (50:50).
Todas as solucdes foram filtradas através de um filtro de seringa de nylon de 0,22

um.

4.6.2 A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

O desenvolvimento e validacdo do método foram realizados usando um
Shimadzu Prominence HPLC-DAD equipado com um amostrador automatico SIL-
20A, bomba LC-6AD, unidade de desgaseificacdo DGU-20AS, forno CTO-20A e um
detector DAD SPD-M20A. Foram utilizadas colunas Phenomenex, Gemini NX 5U C18
110A, 250 mm x 4,60 mm e C18 NST 18, 120A-253905, 250 mm x 3,9 mm, tamanho
de particula de 5 um (NST). Para o desenvolvimento final do método e validagéo, foi
utilizada a coluna C18 NST 18. O método final utilizado como fase movel acetonitrila:
agua v/v (45%:55%), pH 1,94, vazao de 0,8 mL/min, temperatura do forno a 40° C,

volume de injecdo de 20 pL, com monitoramento a 205 nm.

4.6.3 Método de validacao

Os parametros de seletividade, linearidade, limites de detec¢ao e quantificacao,
precisdo, efeito de matriz, exatiddo e robustez foram avaliados de acordo com os
critérios da Conferéncia Internacional de Harmonizacéo (ICH) (Diretriz, 2005) e RDC
166 (Brasil, 2017).

O método de validagdo foi desenvolvido baseado no método utilizado no
trabalho de Sandro Leal de Sousa, sob orientacdo de Professor José Maria Barbosa
Filho (Leal, 2012).

4.6.3.1 Seletividade
A seletividade foi avaliada comparando-se os tempos de retencéo e perfis de picos

de pureza do padrdo OD-1 e dos marcadores presentes no EEB, através do detector

de arranjo de diodos (DAD), em analise de 190 a 400 nm.
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4.6.3.2 Adequabilidade

Para avaliar a confiabilidade da condi¢cdo cromatografica estabelecida, foram
realizados testes de adequacdo do sistema, analisando os parametros: tempo de
retencdo, placas tedricas, fator de cauda, pureza do pico e tempo de retencdo. Para
avaliar a confiabilidade da condicdo cromatografica estabelecida, foram realizados
testes de adequacédo do sistema do padrdo OD-1, analisando os parametros: tempo

de retencdo, placas teoricas, fator de cauda, pureza do pico e tempo de retencao.

4.6.3.3 Linearidade, limites de deteccdo (LOD) e quantificacéo
(LOQ)

A linearidade foi determinada pela analise de cinco concentracdes na faixa de
5 a 25 pg/mL do padrdo OD-1 em triplicata. O valor médio das curvas obtidas foi
utilizado para construir a curva média final e avaliar a linearidade do método.
Considerou-se o coeficiente de correlagdo (r) maior ou igual a 0,99 como critério
minimo de aceitacdo da linearidade.

Os LOD e LOQ foram calculados com o desvio padréo da inclinagao (o) e valor

médio da inclinacao (S) das curvas analiticas, utilizando as equacdes (7 e 8):

LOD = 3.3 x ¢ /S (7)

L0Q =10 x o /S (8)

4.6.3 4 Efeito matriz

O efeito matriz foi analisado comparando-se os coeficientes angulares das
curvas de calibracao construidas com o padrédo OD-1 e com a amostra EEB fortificada
com 0s mesmos niveis de concentracdo das curvas de linearidade. O paralelismo das
curvas foi demonstrado por avaliacdo estatistica (teste t) adotando-se nivel de
significancia de 5%. Essa analise néo foi realizada no estudo de Leal (2012).

Para fortificacdo de amostra, volumes de 0,1; 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 mL de EEB
foram colocados em tubos separados e a cada um foi adicionado, respectivamente,
0,1; 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 mL da solucdo padrédo OD-1 e 1,8; 1.6; 1.2; 0,8 e 0,4 mL de
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H20. Em seguida, foram adicionados 3 mL de diclorometano a cada um, agitados em
vortex por 2 minutos e colocados na centrifuga por 10 minutos, posteriormente, os 3
mL da fase de diclorometano foram removidos e armazenados. Este processo foi
repetido mais duas vezes, obtendo 9 mL da fase enriquecida de cada amostra.
Finalmente, 4 mL foram retirados, secos e ressuspensos em 2 mL de acetonitrila: &gua
(50:50) para anélise por HPLC. Obtendo as concentracfes de 6,86; 14,48; 28,55;
45,34 e 55,35 pg/mL das amostras fortificadas.

4.6.3.5 Precisao e Exatidao

A precisdo e exatiddo foram avaliadas pela andlise de amostras de EEB
fortificada em trés niveis de concentragéo: Baixo (6,86 pg/mL), Médio (28,55 pug/mL)
e alto (55,35 pg/mL). As amostras foram preparadas em triplicado.

A precisdo intradia (analise no mesmo dia realizada por um analista) e a
precisao interdia (analise em dias nao consecutivos realizada por outro analista) foram
realizadas para avaliar a precisao intermediaria. Os resultados foram interpretados em
termos de porcentagem de recuperacao (R), onde EC representa a concentracao

experimental (amostra) e TC a concentragdo teorica (padréo) (Equacao 9):

R =285 100 9
=7 X100 (9)

4.6.3.6 Robustez

A robustez foi analisada através da concentracao referéncia de 1,86 e 15 ug/mi
respectivamente do OD-1 e do EEB em triplicata. As analises foram realizadas atraves
variacdes de pH, proporcao de fase movel, temperatura do forno, vazao e coluna. Os
resultados foram expressos em termos de RSD e R, a partir das concentracdes da
amostra determinadas nos métodos método inalterado (UM) e método alterado (AM),

de acordo com a equacéao 10:

R="2 100 (10
=y * 100 (10)
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4.7 Estudos tecnolégicos para desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas

4.7.1 Obtencao do Extrato Seco (ES)

O planejamento para obtencdo do extrato seco (ES) foi realizado com a DV
obtida na terceira coleta. Foram realizadas doze extracdes por maceracao por cinco
dias consecutivos sem renovacdo de solvente, com o volume final de 250 mL,
comparando-se a relacdo gradiente do solvente EtOH a 30, 50, 70 e 96% e a
proporcéo droga/solvente a 10, 20 e 30% (Tabela 2).

Tabela 2. Extratos obtidos por maceracao da droga vegetal da O. duckei em relacéo
a proporcao do solvente e a proporcéo droga/solvente.

EEB % de Solvente % de DV
1 30 % 10%
2 30 % 20%
3 30 % 30%
4 50 % 10%
5 50 % 20%
6 50 % 30%
7 70 % 10%
8 70% 20%
9 70 % 30%
10 96 % 10%
11 96 % 20%
12 96 % 30%

De cada EEB obtido foi retirado o volume 1 mL, que foram colocados em tubos
distintos. A cada tubo foi adicionado 3 mL de diclorometano, realizado-se uma
agitacao no vortex por 2 minutos e na centrifuga por 10 minutos, retirando-se os 3 mL
da fase diclorometano e armazenando. Repetiu-se esse processo mais duas vezes,
obtendo-se um total de 9 mL da fase diclorometano de cada extrato, no qual 4 mL

foram retirados, secos e ressuspendidos em 2 mL de acetonitrila: 4gua (50:50) para
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analise em HPLC, seguindo os mesmos parametros escolhidos para validagdo do
método analitico.

A medida da eficacia extrativa das condicOes avaliadas foi determinada em
funcdo da concentragcdo dos marcadores quantificados por CLAE-DAD. Utilizou-se o
padrdo OD-1 na concentracdo de 15 pg/mL pra comparar com os EEB obtidos.

4.7.1.1 Obtencéo do Residuo Seco (RS)

Apés definir o melhor sistema de extragéo, a determinacdo do RS no extrato foi
feita de acordo com a Farmacopéia Brasileira 62 edicdo (BRASIL, 2019). Foram
transferidos 2 mL do EEB fluido para o pesa-filtro (Cadinho) previamente dessecado
e tarado, em triplicata. Submeteu-se a aquecimento em estufa a 105 °C durante 1:30h,
com posterior resfriamento em dessecador e pesagem e por mais 30 minutos com
posterior resfriamento em dessecador e pesagem. Os resultados de trés
determinacdes foram avaliados e foi calculado o valor do RS em porcentagem sobre
o volume, através da férmula descrita de acordo com a Farmacopeia Brasileira

(Equagéao 11):

RS% = Matéria seca (g) / Extrato fluido (g) x100 (11)

4.7.1.2 Secagem com adjuvantes tecnol6gicos

Um planejamento fatorial fracionario 32 associado a metodologia de superficie
resposta foi aplicado para avaliar e otimizar os efeitos dos parametros do processo de
secagem sobre os teores dos marcadores quimicos.

Para isto, foram investigados os efeitos individuais e interativos de duas
variaveis independentes, silica coloidal ou dioxido de silicio coloidal (Aerosil) e
celulose microcristalina, em trés niveis, nivel baixo (-1), nivel médio (0) e nivel alto
(+1) (Tabela 3). A matriz do planejamento estd demonstrada na Tabela 4.

Foi utilizado 300 mL do EEB, adicionado a ele os devidos fatores em seus
respectivos niveis e realizado a secagem por rotaevaporacdo a uma temperatura de

80 °C, em duplicata, obtendo-se assim nove ES.
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Tabela 3. Niveis do desenho experimental para o estudo de método de secagem

NIVEL
FATORES -1 0 +1
Aerosil 12,5% 50% 100%
Celulose 25% 100% 200%

Tabela 4. Matriz do planejamento fatorial 32 para secagem por rotoevaporagao

Experimentos  Celulose Aerosil

1 0 0
2 1 1
3 -1 -1
4 -1 1
5 1 -1
6 0 1
7 0 -1
8 1 0
9 -1 0

4.7.2 Caracterizacdo dos ES obtidos

Os ES foram caracterizados quanto a densidade, angulo de repouso,
granulometria e a higroscopicidade.

4.7.2.1 Determinacédo das densidades

A determinacdo da densidade seguiu 0 método descrito na Farmacopeia
Brasileira (2019), na qual uma quantidade dos ES foi acondicionada em uma proveta
de 50 mL e submetidas a sucessivas quedas de até 500 vezes a uma altura de 20 cm.
Com o volume inicial medido, calculou-se a densidade aparente (equacéao 2) e, apos
0 processo, a densidade compactada (equacao 3). A partir das densidades aparente

(da) e compactada (dc), determinou-se o Fator de Hausner (FH) e o indice de
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compressibilidade (IC), conforme a equacédo (4) e a equacao (5), respectivamente
(Aulton, 2005).

4.7.2.2 Determinag&o do angulo de repouso

Foi utilizado para essa determinacao o método do funil, no qual uma quantidade
dos ES foi colocada em um funil de vidro a uma determinada altura de uma superficie
lisa contendo um papel, deixando-se cair sobre a folha de papel 0 ES. A altura (h) e 0
didmetro (d) do cone formado foram medidas com um auxilio de uma régua. O angulo

de repouso é determinado pela equacéo 12:

h
AR = 2 100 (12)

4.7.2.3 Determinacédo da granulometria

O ensaio de granulometria seguiu a metodologia descrita na Farmacopeia
Brasileira (2019). O procedimento utilizou uma massa total de 11,04 g do ES que foi
submetida a uma série de tamises com abertura de malhas diferenciadas (710; 355;
180; 150; 75 e 38 MM), submetido a agitacdo manual por alguns minutos. O tamanho
das particulas foi analisado e avaliado pela quantificacdo percentual de massa de
retencao (MR) em cada tamis de acordo com a seguinte equacgéao (13):

%R = MR x MT /100 (13)
4.7.2.4 Determinacado da higroscopicidade

Para determinar a estabilidade do ES em relacdo a umidade, a amostra foi
acondicionada em pesa-filtros e acondicionada em dessecador. A condigcdo de
umidade relativa foi de 80%, em uma temperatura de 25°C. A umidade relativa foi
confirmada através de um termo-higrémetro. A higroscopicidade foi determinada pela

massa de agua absorvida nos tempos de 1 e 7 dias.
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4.7.3 Caracterizacao térmica

As curvas termogravimétricas (TG) dinamicas foram obtidas em uma
termobalanca (Shimadzu®, TGA-50). O aparelho foi verificado com oxalato de calcio
monohidratado. Os experimentos foram conduzidos no intervalo de temperatura de 25
a 900 °C nas taxas de aquecimento (B) de 5, 10, 15 e 20 °C.mint, com fluxo de gas
de 50 mL.min"2,

Foi utilizado a massa de 4,9,0 + 0,1 mg em cadinho de alumina. Com base nos
dados obtidos aplicou-se o0 modelo de Ozawa para determinacdo dos parametros
cinéticos: ordem de reacéo, fator de frequéncia e energia de ativacdo. Para andlise
dos dados e determinacdo dos parametros cinéticos utilizou-se o software TA-60ws,
da Shimadzu®.

As curvas térmicas DTA foram obtidas em um analisador térmico Shimadzu®,
DTA-50. O aparelho foi calibrado com indio e zinco. Os experimentos foram
conduzidos no intervalo de temperatura de 25 a 900 °C na taxa de aquecimento ()
10 °C.min"t, com fluxo de gas de 50 mL.min"t. Foi utilizado a massa de 4,9,0 + 0,1 mg
em cadinho de alumina. Para analise dos dados utilizou-se o software TA-60ws, da
Shimadzu®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao fisico-quimica da droga vegetal (DV)

5.1.1 Distribuicdo granulométrica da droga vegetal

O tamanho das particulas contidas na droga vegetal influencia a interagdo com
o solvente e o material vegetal. Portanto, a distribuicdo granulométrica configura um
parametro preliminar importante para a escolha do processo extrativo e do solvente
adequado, ja que influencia diretamente na eficiéncia do processo extrativo (Migliato
et al., 2007). De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2019), o po resultante de O.
duckei foi classificado como grosso, aquele cujas particulas passam em sua totalidade
pelo tamis com abertura nominal de malha de 1,70 mm e, no maximo, 40% pelo tamis

com abertura nominal de malha de 355 mm. (Tabela 5).

Tabela 5. Percentual de massa da droga vegetal de O. duckei, retida em diferentes
tamanhos de malhas.

TAMIS N1 N2 N3 Média DP %
(MM)
1,18 (16) 11,8566 10,2916 13,2164 11,79 1,46 47,2
0,71 (25) 7,7851 77,8578 5,9876 7,21 1,06 28,8
0,35 (45) 3,3071  3,9477 3,3647 3,54 0,35 14,2
0,149 (100) 1,1423 1,9224 1,6845 1,58 0,40 6,3
0,074 (200) 0,2862  0,6067 0,4813 0,46 0,16 1,8
Recipiente  0,1522  0,2635 0,1224 0,18 0,07 0,7

A determinacdo da granulometria do pé se mostra importante quanto a sua
avaliacao, tanto na distribuicdo da particula da matéria-prima vegetal utilizada, quanto
ao tamanho de p6 obtido. Pois, a avaliagdo do tamanho das particulas possui
influencia na interagdo do uso de solventes com o material vegetal, j& que a
distribuicdo granulométrica confere um importante parametro quanto a escolha de
processos extrativos e 0 uso de solventes, para melhor conferir um processo extrativo.
Portanto, o po obtido precisa ser testado frente a diferentes processos extrativos, para

obten¢ao de maior eficiéncia na extragao (Marques et al, 2012).
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5.1.2 Densidade da droga vegetal

A determinacdo da densidade foi utilizada para avaliar as caracteristicas de

escoamento e compressibilidade do p6 (Tabela 6).

Tabela 6. Parametros obtidos no ensaio de propriedades de fluxo da droga vegetal de
O. duckei.

Propriedades fisico-quimicas Valores
Densidade de compactacéo (g mL™) 0,3125
Densidade bruta (g mL™?) 0,25
indice de Compressibilidade (%) 25
Fator de Hausher 1,25

Os resultados encontrados de indice de Compressibilidade (IC) e Fator de
Hausner (FH) s&o relacionados com os valores e com a classificagéo do tipo de fluxo

do p6, mostrados na Tabela 7.

Tabela 7. Classificacao do tipo de fluxo de um pé (USP 35, 2012b).

Fluxo IC FH
Excelente <=10 1,00-1,11
Bom 11-15 1,12-1,18
Favoravel 16 -20 1,19-1,25
Aceitavel 21 - 25 1,26 - 1,34
Pobre 26 — 31 1,35-1,45
Muito pobre 32-37 1,46 - 1,59

Péssimo >38 >1,60

O fator de Hausner (FH) é uma medida indireta da facilidade de fluxo de pg,
sendo que materiais que possuem valores superiores a 1,5 séo classificados como
COesivos, enguanto que os que apresentam valores inferiores a 1,25 sdo enquadrados
como de facil escoamento e valores entre 1,25 e 1,5 exigem a adicéo de lubrificantes
para melhorar o0 escoamento, prevendo assim 0 potencial de
compactagao/compresséo (Lagos et al., 2012).

A droga vegetal de O. duckei apresentou propriedades de fluxo aceitavel, como
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reafirmado pelo indice de compressibilidade (25%). Além disso, foi classificado como
de facil escoamento, que é fundamental no processo de fabricacdo de formas
farmacéuticas sélidas, a exemplo dos comprimidos e capsulas (Gupta et al., 2013).

5.1.3 Teor de umidade da droga vegetal

A média do valor obtido do teor de umidade da droga vegetal de O. duckei foi

de 5,8%, conforme a Tabela 8.

Tabela 8. Teor de umidade da droga vegetal de O. duckei.

U (%)
N1 5,7
N2 5,9
N3 5,7
Média 5,8

DP 0,097411

O teor maximo de umidade estabelecido nas diferentes farmacopeias varia
entre 8 e 14%, com poucas excecdes especificadas nas monografias. Esta
determinacao é importante para o controle microbiolégico, pois o excesso de umidade
em drogas vegetais acelera a acdo de enzimas, podendo acarretar a degradacao de
constituintes quimicos, além de possibilitar o desenvolvimento de fungos, bactérias,
hidrélise e atividade enzimatica. Mesmo para extratos secos, ha necessidade da
analise do teor de umidade nesses derivados vegetais, pois sdo muito higroscopicos
(Marques et.al., 2012).

5.1.4 pH da droga vegetal

A droga vegetal de O. duckei e a agua destilada apresentaram um intervalo
médio de pH de 6,01 e 6,73, respectivamente. Esse valor sugere a presenca de
substancias acidas, uma vez que, nas plantas, encontram-se diversos acidos minerais
organicos combinados sob a forma de sais, ésteres, lactonas, lipideos, esséncias,

resinas e proteinas. Partes desses componentes acidos também podem estar
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contidos no citoplasma da planta, podendo ser dosados para caracterizar se um

determinado extrato vegetal tem carater acido ou basico (Guizzo et.al, 2015).

5.1.5 FTIR da droga vegetal

O espectro de infravermelho (Figura 3) mostrou uma banda larga e de média
intensidade em 3337 cm™, referente ao estiramento axial -NH (Grupamento amina -
Amina secundaria). Duas bandas de pequena intensidade foram observadas em 2921
cm? e 2849 cm, as quais sdo indicativas de hibridizacdo sp3, correspondentes a
grupos metilicos e metilénicos, respectivamente. Em 1741 cm pode-se observar uma
banda de baixa intensidade sugestiva de grupamento carbonila (C=0) e em 1677 e
1596 cm* pode-se observar duas bandas sugestiva de estiramento vibracional da
ligacdo C=C de compostos arométicos. Além disso, uma banda intensa e estreita, de
estiramento C-O foi observada em 1030 cm™.

A presenca dessas bandas sugere a presenca de grupos funcionais como
aminas, alcoois, ésteres, cetonas, acidos carboxilicos, presentes em metabolitos

secundarios, tais como flavonoides, alcaloides, esteroides e polifendis.

Figura 3. Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier

da droga vegetal de O. duckei
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5.1.6 TGA e DTA da droga vegetal

A decomposicao térmica da droga vegetal de O. duckei ocorreu em trés etapas
(Figura 4 e Tabela 9). Na primeira etapa, que ocorreu entre 30,00 e 192,78 °C, houve
uma perda de massa equivalente a 8,29%. A literatura relata que este evento pode
ser relacionado a desidratacdo da droga vegetal e a evaporacdo de constituintes
volateis (Wesolowski, 2003). A etapa seguinte ocorreu entre 192,78 e 444,06 °C, na
qgual apresentou a maior perda de massa a 52,42% o que pode estar associada a
degradacdo térmica de componentes organicos da droga vegetal (Wesolowski, 2003).

A terceira etapa foi entre 444,06 e 594,99 °C, com perda de massa igual a
23,67%. Esta ultima perda pode ser referente a queima dos restos carbonizados da
matéria organica (Araujo et.al.,2006). O residuo final da amostra foi de 2,04%,
representando o percentual da amostra que ndo sofreu degradacdo total nas
condicBes de analise.

Na Figura 4 esta representada a curva de analise térmica diferencial da droga
vegetal de O. duckei. Foi possivel observar a presenca de trés picos endotérmicos. O
primeiro pico, ocorreu em 320 °C. Pela temperatura de ocorréncia, este pico pode
estar relacionado ao primeiro evento de decomposicao térmica evidenciado na TG. O
segundo pico, também endotérmico, ocorreu em 460 °C. O ultimo pico foi evidenciado
em 500 °C, temperatura dentro da faixa de ocorréncia da etapa de degradacao térmica
com maior perda de massa.

A aplicacdo conjunta das técnicas de TGA e DTA séao ferramentas Uteis e
auxiliam a caracterizacdao do material vegetal quanto ao seu comportamento de
degradacéao térmica, mostrando como ocorre a decomposicao e a entalpia envolvida

nas principais etapas.



43

Figura 4. Curva Termogravimétrica (TG) e Curva Térmica diferencial (DTA) da droga

vegetal de O.duckei.
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Tabela 9. Dados da curva termogravimeétrica da droga vegetal de O.duckei.

Etapas Onset- Endset (°C) Perda de massa (%)
12 Etapa 30,00 - 192,78 °C 8,29%
22 Etapa 192,78 - 444,06 °C 52,42%
32 Etapa 444,06 - 594,99 °C 23,67%

5.2ldentificac&o estrutural dos compostos de O. duckei.

5.2.1 ldentificacdo estrutural de OD-1

A substancia OD-1 foi isolada na forma de p6é amarelo-claros com 25 mg.
Através dos dados espectroscopicos e por comparacao na literatura (Barbosa-Filho et
al., 1999), foi possivel identificar a OD-1 como sendo os lignoides, langambina e Epi-
langambina (Figura 5 a 10; Tabela 10), considerados os compostos majoritarios da
espécie. O seu isolamento ja foi relatado na espécie O. duckei no estudo realizado
por este mesmo autor, utilizando a fase diclorometano obtida a partir do EEB desta

planta.
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Tabela 10. Dados de RMN de 'H, 13C (400 e 100 MHz, CDCI3) de OD - 1 (lamgambia

e Epi-langambina)

EPI-IAN IAN
6u &¢ On oc
1 2,39 (m) 54,30 3,09 (m) 54,15
2 4,42 (d) 87,63 4,79 (d, J = 4Hz) 85,78
4 Ax:3,29-3,39 (m) 70,90  Ax:3,85- 3,88 (m) 71,79
Eq: 3,89 -4,00 (m) Eq: 4,27- 4,31 (m)
5 3,29-3,39 (m) 49,80 3,07 - 3,10 (m) 54,15
6 483(d,J=5Hz) 82,00 4,72 (d, J = 4 Hz) 85,78
8 Ax:3,87-3,9(m) 69,62  Ax:3,85- 3,38 (m) 71,79
Eq: 4,27 (d) Eq: 4,27- 4,31 (m)
1 - 136,62 - 136,57
1” - 133,87 - 136,87
> 6,56 (s) 102,83 6,55 (s) 102,77
2" 6,57 (s) 102,47 6,55 (s) 102,77
3 - 153,24 - 153,24
3” - 153,03 - 153,24
q - 137,30 - 137,30
4" - 129,63 - 137,30
5’ - 153,24 - 153,24
5" - 153,03 - 153,24
6 6,56 (s) 102,77 6,55 (s) 102,83
6" 6,57 (s) 102,74 6,55 (s) 102,83
OCHs (4') 3,81 (s) 60,64 3,85 (s) 60,64
OCH; (4”) 3,83 (s) 60,64 3,85 (s) 60,64
OCHs (3') 3,85 (s) 56,03 3,36 (s) 56,01
OCHs (3") 3,85 (s) 56,03 3,36 (s) 56,01
OCHs (5') 3,85 (s) 56,03 3,36 (s) 56,01
OCH3(5”) 3,85 (s) 56,03 3,86 (s) 56,01

Figura 5. langambina (IAN) e Epi-iangambina (Epi-IAN)
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Figura 6. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCI3) -OD-1
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Figura 7. Expanséo do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) na regido de 4,50 —
6,60 ppm — OD-1
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Figura 8. Expansdo do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI3) na regido de 3,50
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Figura 9. Expansao do espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) na regido de 1,0 — 3,40
ppm — OD-1
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Figura 10. Espectro de RMN *3C APT (100 MHz, CDClz)- OD-1
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5.2.2 ldentificagéo estrutural de OD-2

A substancia OD-2 foi isolada na forma de um p6 amorfo castanho com 8 mg.
Através dos dados espectroscopicos e por comparacao na literatura (Teles, 2016), foi
possivel sugerir a OD-2 como sendo um flavonoide, a Epicatequina (Tabela 11, Figura
11 a 16), cujo isolamento ja foi relatado na espécie O. gardneri no estudo realizado
por este mesmo autor, utilizando a fase acetato obtida a partir do extrato etandlico

bruto desta planta. Esta substancia foi isolada a primeira vez na espécie O. duckei
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Tabela 11. Dados de RMN de 'H, *3C (400 e 100 MHz, MeOD) de OD-2 (Epicatequina)

em comparacao aos dados obtidos por TELES, 2016, nas mesmas condi¢oes.

OD-2 Epicatequina (TELES, 2016)
OnH oc OH 6c
2 4,57 (s, H) 79,89 4,803 (s, 1H) 79,8
3 4,18 (s, H) 67,50 4,165 (s,1H) 67,5
42 2,76 29,27 2,862 (dd, J=16,8e 4,4 29,3
Hz, 2H)
4b 2,65 dd 2,715 (dd, J=16,8e 4,4
Hz, 1H)

5 - - 158,0
6 5,94 (d, 1H) 96,39 5,928 (d, J=2,4 Hz, 1H) 96,3
7 - - 157,3
8 5,92 (d, 1H) 95,89 5,905 (d, J=2,2 Hz, 1H) 95,9
9 - - 157,6
10 - - 100,0
1’ - 132,24 - 132,3
2 6,98 (d, 1H) 115,31 6,964 (d, J=1,6 Hz, 1H)  115,3
3 - - 145,7
4 - - 145,9
5 6,81- 6,75 (m, 2H) 115,83 6,7777-6,761 (m, 2H) 115,9
6’ 6,81- 6,75 (m, 2H) 119,34 6,7777-6,761 (m, 2H) 1194

Figura 11. Epicatequina (OD-2)




Figura 12. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCIs) da substancia OD-2.
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Figura 13. Expanséao do espectro de RMN H (400 MHz, CDCIs3) de OD-2 na regido
de 5,85 — 7,00 ppm.
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Figura 14. Expanséo do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI3) de OD-2 na regido
de 3,70 —4,65 ppm.
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Figura 15. Expanséao do espectro de RMN H (400 MHz, CDCIls3) de OD-2 na regido
de 1,80 — 3,00 ppm.

3% 28 LIeNE 83 3
o5 el e il e =
[, N\ NI '

. |

. | i
I i IInlI |h|wr|||'i|| \| || |’|‘|1| l \ |'|I y A " |
WLIMM o \ww \""‘ MUMNWMW‘UU v MM'WWI ww \‘““wumwlw

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3.0 2.9 28 2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8

F1 (nnaml



Figura 16. Espectro de RMN *3C APT (100 MHz, CDCl3) de OD-2
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5.2.3 Identificagao estrutural de OD-3, OD-4 e OD-5

O composto OD-3 foi isolado com um aspecto oleoso. O espectro de massa
mostrou um [M] + m / z 385, correspondendo a férmula proposta C23H31NOa4.

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) mostrou dois singletos em § =6,70 e
6,12 e um sistema AA'BB’ em 6= 6,94 e 6,71 (Jas = 8,4 Hz) na regido aromatica,
caracteristica da tetrahidrobenzilisoquinolina substituido em 6, 7, 12. Outros sinais
significativos incluiram dois singletos a & = 1,24 para 3H (2CHs), dois multipletos a &
=3,59 (H-1") e 6=2,67 (H-2") para 2H (2CH2), suportados por um sinal quaternario C
a6 =70,0 ppm (APT, DEPT) e os sinais em 6 = 57,0 e 64,5 (-CH2-CH2-) ppm.

O espectro de RMN 3C identificou a presenca de um substituinte prenil. O
deslocamento relativamente baixo em & =57,0 ppm para C2' (-CHz-) sugeriu um efeito
de desprotecéo (2CHs e OH anexado ao C3'). Foram observados outros sinais a 6 =
3,80 (MeO) e a 6 = 2,66 (NMe). A localizacédo do grupo MeO no C-6 foi atribuida pelo
espectro HMBC a partir do seu acoplamento 'H - 3C de longo alcance entre 31 3,80
(CH30-) e ¢ 148,8 (CB6).

A atribuicdo completa de todos os prétons e atomos de carbono da OD-3 se
encontra na Tabela 12, onde foi possivel identificar um alcaloide, denominada

Ocoteaduckeina A (Figura 17), sendo este ainda nao descrito na literatura.
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Tabela 12. Dados espectrais de 'H e 3C, em CDCIz a 500 e 125 MHz da OD-3.

Deslocamentos quimicos em & (6c e o1 e constantes de acoplamento (J, entre

parénteses) em Hz.

IH-13C-HSQC-1JcH IH-13C-HMBC-"JcH
Sc Sn 2Jch 3JcH
4a 124,5 - H-8
6 148,8 - H-5 H-8; MeO-6
7 145,9 - H-8 H-5
8a 127,6 - H-1 H-5
9 129,6 - 2H-11,13
12 157,5 - 2H-11,13 2H-10,14
K 70 - 2H-2’; 3H-4’; 3H-5’
1 66,2 4,03 (t,J=13,0e 2H-15 H-8; NMe
5,5 Hz)
5 112,7 6,70 (s)
8 115,9 6,12(s)
10,14 131,99 6,94 (d, J=8,4 Hz) 2H-15
11,13 116,5 6,71 (d, J=8,4 Hz)
15 40,7 3,15(dd,J=13,0e H-1 2H-10,14
5,5 Hz)
2,88 (dd, J =13,.0
e 7,8 Hz)
3 47,4 2,98 (m) NMe
3,38 (m)
4 24,9 2,82 (m) H-5
2,94 (m)
1 64.5 3,59 (m)
2’ 57,0 2,67 (m) 3H-4’; 3H-%5’
MeO-6 56,3 3,81 (s)
4 29,7 1,24 (s) 2H-2’
5 29,7 1,24 (s) 2H-2’
MeN-2 418 2,66 (s) H-1

Figura 17. Ocoteaduckeina A (OD-3)

s MeO
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O composto OD-4 foi obtido com um aspecto oleoso. Seu espectro de massa
mostrou um [M] + m / z 415, correspondendo a formula C24H33NOs. Diferentemente
de OD-3, apresentou no espectro de RMN *H um singuleto a § = 3,83 integrandos para
trés hidrogénios e sistema ABX a 6 = 6,67 (H-10), 6 = 6,86 (H-13), 6 = 6,60 (H-14),
(Jaex = 8,2 e 1,8 Hz) indicando que o anel C foi trissubstituido. O© HMBC mostrou
correlagdes entre os sinais em 6x = 3,38 (CH30-12) e 6c = 148,8 (C-12), consistentes
com o OCHs conectado a essa posicao.

A atribuicdo completa de todos os prétons e atomos de carbono da OD-4 se
encontra na Tabela 13, onde foi possivel identificar um outro alcaloide, denominada

Ocoteaduckeina B (Figura 18), sendo este ainda nao descrito na literatura.
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Tabela 13. Dados espectrais de 'H e 13C, em CDCIs a 500 e 125 MHz, da OD-4.
Deslocamentos quimicos em & (dc e dn e constantes de acoplamento (J, entre

parénteses) em Hz.

TH-13C-HSQC-1cn TH-13C-HMBC-"Jon
Sc o 2Jch 3Jch
4a 122,9 - H-8
6 149,3 - H-5 H-8; MeO-6
7 146,4 - H-8 H-5
8a 125,7 - H-5
9 130,5 - 2H-15 H-13
11 148,5 - H-10 H-13
12 148,8 - H-10; H-14; MeO-
12
3 70,9 - 2H-2’; 3H-4’; 3H-5’
1 66,2 4,28 (t, J = 6.0 Hz) oH-15 H-8; NMe
5 1125 6,75 (s)
8 1155 6.21 (s)
10 1175 6,67 (sl) H-14; 2H-15
13 1127 6,86(d, J =82 Hz)
14 122.1 6,60 (dl, J =8,2 Hz) H-10; 2H-15
15 40,8 3,17(dd,J=14,0¢e
5,2 Hz)
2,98 (M)
3 473 3.20 (m) NMe
3.50 (m)
4 25,1 2.97 (m) H-5
3.02 (M)
1 64,5 3.59 (m)
2 57.2 2.67 (M) 3H-4"; 3H-5
MeO-6 565 3,84 (s)
MeO-12  56.6 3.83 (s)
4 29.6 1,26 (s) 2H-2'
5 29.6 1.26 (s) H-2
MeN-2  41.9 2.80 (s) H-1

. Figura 18. Ocoteaduckeina B (OD-4)
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O composto OD-5 foi isolado na forma de p6 amorfo acastanhado com 8 mg.
O espectro de massa mostrou um [M] + m/ z 300, correspondendo a formula proposta
Ci1sH21NOs. Através dos dados espectroscopicos foi possivel identificar a OD-5 como
a N-metilcoclaurina (Figura 19, Tabela 14), que pertence ao grupo dos alcaloides
verdadeiros derivado do aminoacido L-tirosina, pertencente a subclasse dos
benziltetrahidroisoquinolinicos, que sdo formados a partir da reacdo de dopamina com
0 4-hidroxifenilacetaldeido por meio de uma reacao de Mannich, com reacGes de N e
O-metilacdo; e oxidacdo (Dewick, 2009). Esta substancia ja foi descrita em Aniba
muca (Bravo et. al., 1996) e Licaria puchury-major (Wan e Hakimi, 2016), Ocotea
lancifolia (Fournet et. al., 2007), espécies pertencentes a familia Lauraceae. Seu

isolamento foi relatado pela primeira vez na espécie O. duckei.
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Tabela 14. Dados de RMN !H (200 MHz) e 3C (50 MHz) de N-metilcoclaurina e

coclaurina, em CDCIl3 e CsDsN como solvente e TMS como referéncia interna.

Deslocamentos quimicos em & e constantes de acoplamento (J, entre parénteses).

IH-BC-HSQC-1cH

IH-13C-HMBC-"Jcr

N-metilcoclaurina

oc OH 2JcH 3Jch dc OH
4a 126,3 - 2H-4 H-3a 125,3 -
6 147,0 - 145,8 -
7 146,0 - H-5 143,8 -
8a 132,2 - H-5 128,6 -
9 130,2 - 2H-15 2H-11,13 129,44 -
12 157,3 - 2H-10,14 1554 -
NAc - - - -
1 575 4,29(dd,J= H-15b 2H-3 64,0
3,2e9,2Hz)
5 112,7 6,76 (3) 111,2 6,48 (s)
8 114,5 7,28 (S) 112,4 6,66 (s)
10,14 131,0 7,15(d, J = 2H-15 130,12 6,95(d,J=8,6
8,6 Hz) Hz)
11,13  116,2 7,30 (d,J = 1154 6,67 (d,J=8,6
8,6 Hz) Hz)
3 41,4  2,90-2,80 (m) 45,9
3,21 (m)
4 30,1 2,90-2,60 (m) H-5 24,4
15 42,4  3,33(dd, J = 40,0
3,6 € 13,8 Hz)
3,00 (dd, J =
9,4 e 13,8 Hz)
MeO-6 55,8 3,75 (s) 55,5 3,70 (s)
MeO-7 - - - -
NMe - - - 41,7 2,32 (s)

Figura 19. N-metilcoclaurina (OD-5)




61

5.3 Bioensaio com Artemia salina Leach

Os valores de CLsoforam calculados através da expressao dos resultados como
uma percentagem dos controles, sendo determinados graficamente a partir da curva
de concentragéo-resposta por regressao nao-linear com intervalo de confiangca de
95%.

O valor da CLso do fase hexanica de O.duckei foi de 1241 (1097-1501)ug.mL2,
como mostra o Grafico 1.

Grafico 1. Concentracao letal média (CLso) da fase hexanica de O.duckei.

Fase Hexanica

15 7
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Artemias Vivas

o 1000 2000 3000

Concentracao pL

O valor da CLso do fase cloroformica de O.duckei foi de 831,7 (699,9 - 1111)

Hg.mL*, como mostra o Gréfico 2.

Gréfico 2. Concentracao letal média (CLso) da fase cloroférmica de O.duckei.
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A determinacgéo da CLso realizada por meio do uso de metanduplios de A. salina
Leach fornece um indicativo do nivel de toxicidade de uma determinada substancia,
além de apresentar uma boa correlacdo com testes de atividade antitumoral (Carballo
et al., 2002), inseticida (Meyer et al., 1982; Mclaughlin, Rogers & Anderson, 1998) e
anti-Trypanosoma cruzi (Alves et al., 2000) para substancias que possuem o CL50 <
1000 pg/mL.

De acordo com a literatura, resultados menores que 100 ug mL™* apontam como
sendo um produto altamente téxico, entre 100 a 500 pg mL* indicam uma toxicidade
moderada, entre 500 a 1000 pg mL? baixa toxicidade e acima de 1000 pg mL™*
representam uma amostra atéxica (Souza et.al., 2015).

Observou-se que o valor da CLso da fase hexanica representa uma amostra
atéxica (CLso > 1000 pg mL?) e a fase cloroférmica possui uma baixa toxicidade (CLso
500 a 1000 pg mL1). Entretanto, isto ndo significa que estas fases sejam menos
toxicas, pois a toxicidade pode estar relacionada com compostos termo ou
fotosensiveis, que ndo foram detectados por este método (Souza et.al., 2015).

Alguns estudos frente ao bioensaio com Artemia salina com espécies do género
Ocotea foram realizados. Em Araujo (2012), as fracdes cloroférmio, acetato de etila e
remanescente hidroalcodlica das folhas de Ocotea pulchella apresentaram atividade
toxica capaz de provocar mortalidade do microcrustaceo, sugerindo bioatividade. Um
estudo utilizando os frutos da espécie Ocotea heterochroma demonstrou que a
atividade para o extrato bruto etandlico, fracdo butanoica e fracdo benzeno foi
considerada com boa bioatividade (Cuca et al., 2009).

Silva (2010) realizou um estudo biomonitorado do extrato bruto da folha, casca e
frutos de varias espécies. A espécie Ocotea minarum nao apresentou bioatividade
para os extratos da folha e da casca, porém apresentou alta toxicidade para os frutos
da espécie com CLso de 263,53 pg/mL. A espécie Ocotea suaveolens ndo apresentou
toxicidade do extrato bruto das folhas e do caule, enquanto a espécie Ocotea
velloziana apresentou atividade toxica com uma CLso de 555,94 uyg/mL para o extrato
bruto da casca. Garrett e colaboradores (2007) realizaram um bioensaio com o Oleo
essencial de Ocotea notata tendo sua ClLso de 2,73 pg/mL, sendo considerado
extremamente toxico.

Valores encontrados de DLsp 103,27 para O. catharinensise e DLsp 108,3 para O.
odorifera indicam potencial toxico para os extratos testados. Esses resultados

sugerem que a consideravel toxicidade encontrada pode estar relacionada aos grupos
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de metabdlitos secundarios revelados nos extratos, uma vez que tais grupos
demonstram grande potencial farmacologico (Meira, 2012).

De acordo com Betim 2016, a espécie O. nutans, apresentou niveis de toxicidade
significativos nos extratos brutos cetbnicos, fracdes e 6leo essencial, ficando somente
as fracoes residuais fora da classificacéo de toxicidade. Merecem destaque o extrato
bruto da folha, fracdo hexanica do caule e o 6leo essencial por se enquadrarem em
altamente toxica e por possivelmente possuirem potencial para atividades biolégicas

gue demandem componentes toxicos.

5.4 Validacéo do método analitico

De acordo com a andlise cromatografica, a substancia OD-1 (padrdo),
representam a IAN (Pico 1) e EPI-IAN (Pico 2), lignoides marjoritarios da O. duckei,
identificados pelas injecbes anteriores dessas substancias na literatura (Barbosa
1999; Leal, 2012).

No inicio do desenvolvimento cromatografico, avaliou-se a forca eluotrépica do
solvente organico metanol e acido férmico a 1% e sua influéncia na retencdo dos
analitos, assim, permitindo um direcionamento no desenvolvimento do método. O
cromatograma da fragédo padréo (IAN e EPI-IAN) (Figura 20a) foi feito em uma coluna
analitica Phenomenex, Gemini NX 5U C18 110A, Part No: 006- 4454-EO, 250 mm x
4,60 mm, de modo que a fase mével consistiu em Metanol/ Acido férmico a 1% (70:30),
bombeado a 0,8 mL/min em modo isocratico, com volume de injecao foi de 20 pL e
comprimento de onda de 218 nm, com o forno ajustado a 40°C. Foi possivel observar
s6 um pico com tempo de retengcdo em 5 minutos, relativo a sobreposi¢éo dos picos
da iangambina e epi-iangambina. Como os picos estavam sobrepostos, foi alterado a
proporcdo dos solventes, Metanol/ Acido férmico a 1% (60/40), mas 0s picos ainda
estavam saindo sobrepostos.

A fim de alcancar tempo de retencéo, seletividade e resolugdo adequadas para
as duas lignanas. a proxima etapa consistiu em alteracao no sistema do solvente. No
cromatograma da fracao padréo (IAN e EPI-IAN), na mesma coluna analitica, a fase
moével consistiu em Acetonitrila: Agua (50:50), bombeado a 1 mL/min em modo
isocratico, o volume de injecdo foi de 20 pL, comprimento de onda foi de 218 nm e o
forno foi ajustado a 40°C. Foi possivel observar que ha uma maior separacédo dos

componentes da fracdo, com distincdo entre os dois picos dos epimeros, entretanto,
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ainda se encontram com resolucao insatisfatoria e tempos de retencao alto (29 min e
31 min) (Figura 20b). Alterando apenas o bombeamento para 1,5 mL/min, foi possivel
observar a diminuicdo no tempo de retencéo (13:30 min e 15:30 min) e alterando o
bombeamento para 1,25 mL/min, foi possivel observar outros tempos de retencao
(14:30 min e 16:30 min).

Foi realizada uma nova alteracdo de solvente. No cromatograma da fracéo
padrdo (IAN e EPI-IAN), na mesma coluna analitica, a fase movel consistiu em
Acetonitrila; Agua e Fosfato de sédio monofasico (50:50), bombeado a 1,2 mL/min
em modo isocrético, o volume de injecéo foi de 20 pL, comprimento de onda foi de
218 nm e o forno foi ajustado a 40°C. Foi possivel observar uma baixa separacdo dos
picos (6 min) (Figura 20c).

Uma alteracdo na coluna cromatografica foi necesséaria para melhorar a
reprodutibilidade do método. O cromatograma da fracdo padrdo (IAN e EPI-IAN)
(Figura 19d) foi feito em uma coluna analitica C18 NST 18, 120A-253905, 250 mm x
3,9 mm, com tamanho de particula de 5 pm (NST), de modo que a fase movel
consistiu em Acetonitrila/ Agua (50:50), bombeado a 1,25 mL/min em modo isocratico,
com volume de injecao foi de 20 pL e comprimento de onda de 218 nm. Foi possivel
observar os dois picos com tempo de retencdo em 9:06 e 10:40 minutos, relativo aos
picos da IAN e EPI-IAN, respectivamente (Figura 20d). Porém, a resolucao dos picos
nao foi satisfatoria.

Foram realizadas algumas alterac6es para melhoria do método. A primeira foi
o0 bombeamento para 1,00 mL/min, os picos foram observados em tempo de retencéo
de 11 e 13 min. A segunda alteracéo foi na proporcao do solvente, para Acetonitrila/
Agua (60:40), com tempo de retencéo de 6:23 e 6:92 min. A terceira foi altera¢éo do
solvente para Acetonitrila/ Agua (45:55) e bombeamento para 1 mL/min. Os tempos
de retencdo dos picos foram de 17 e 20 min para IAN e EPI-IAN, respectivamente.
Este método se mostrou reprodutivel e com uma boa resolucdo dos picos, porém a
pressédo da bomba estava aumentada.

Uma vez que o aumento do fluxo gera maior pressao na coluna e equipamento,
0 que pode reduzir sua vida util com analises frequentes, foi necessério fazer mais
uma alteragdo, com o intuito de diminuicdo do bombeado para 0,8 mL/min. Isso
resultou em um tempo de retencdo aumentado para 22 e 26 min (Figura 20e). Apesar

disso, o método se mostrou o mais satisfatério, por possuir uma Otima
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reprodutibilidade, uma boa resolugcé&o dos picos e manter a presséo da bomba boa e
estavel.

Em seguida, o método foi avaliado com a amostra EEB (Figura 20f). Pode-se
observar que a boa resolugéo da IAN e EPI-IAN foi mantida na presenga dos demais
constituintes da amostra, tornando assim esse método escolhido para a validagéo do
meétodo (Coluna analitica: C18 NST 18, 120A-253905, 250 mm x 3,9 mm, tamanho
de particula de 5 pum (NST); Fase movel: Acetonitrila e agua, 45% e 55%.
Bombeamento: 0,80 mL/min; Modo isocrético; Volume de injecdo: 20 pL;

Comprimento de onda: 218 nm; Forno: 40°C).
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Figura 20. Chromatograms of Standard (YAN) on Gemini NX 5U C18 110A
Column in Methanol: 1% Formic Acid (70:30) (a); Acetonitrile: Water (50:50) (b);
Acetonitrile: Water and Phosphoric Acid (50:50) (c). Standard chromatogram (YAN)
on C18 NST 18 column in Acetonitrile: Water (50:50) flow rate 1.25 mL/min (d);
Acetonitrile: Water (45:55) flow rate 0.8 ml/min (e); Chromatograms of CEE sample
on C18 NST 18 column in Acetonitrile: Water (45:55) flow 0.8 mL/min (f).
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5.4.1 Seletividade

A Seletividade demonstra a capacidade de identificacdo ou quantificacdo do
analito de interesse, através da presenca de componentes potencialmente
introduzidas na amostra sem equivocos. (Brasil, 2017).

A seletividade do método foi constatada pela pureza de pico da IAN e EPI- IAN,
verificada pelo detector DAD. Dessa forma, o método desenvolvido junto a um bom
preparo de amostra possibilitou uma menor presenca de interferentes, além de
aumentar a vida util da fase estacionaria. O espectro UV da IAN e EPI-IAN a partir do

detector DAD é representado na Figura 21.

Figura 21. Espectro de UV do padréo IAN de 15 pg/ml (a); padréo EPI-IAN de 15
pg/ml (b); marcador IAN (c) e EPI-IAN (d) presente na amostra de EEB de 20 pg/mi
em coluna C18 NST 18 em ACN: Agua (45:55) fluxo de 0,8 L/min.
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5.4.2 Adequabilidade

O teste de adequabilidade é uma parte integrante de muitos procedimentos
analiticos e baseia-se no conceito de que todos os fatores envolvidos em uma analise
constituem um sistema integral que pode ser avaliado como tal. Em andlises de
cromatografia liquida, os testes de adequabilidade do sistema representam a garantia
de que tanto o equipamento quanto o método validado estdo de acordo com seus
requisitos. Dessa forma, podem ser aplicados com a finalidade de verificar se a
resolucdo e a reprodutibilidade do sistema cromatografico estdo adequadas para as
analises a serem realizadas. Nesses casos, sdo avaliados 0s parametros
cromatograficos de resolucéo, repetibilidade do sistema, eficiéncia da coluna e fator
de cauda (ICH, 2005, Dong, 2006; British 2010).

Os resultados dos testes de adequabilidade do Sistema (Tabela 15) estdo de
acordo com as recomendacdes do US Food and Drug Administration, no qual, para
gue o sistema seja considerado apto, os picos de interesse devem possuir resolucao

superior a 2,0, pratos tedricos superior a 2.000 e fator de cauda entre 0,5 e 2,0.

Tabela 15. Adequabilidade da IAN e EPI-IAN de 15 pg/ml e dos marcadores presente
na amostra de EEB de 20 pg/ml em coluna C18 NST 18 em Acetonitrila/ Agua (45:55)

fluxo de 0,8 mL/min.

TR PT FC Pureza R1 R2
Padrado (IAN) 20.955 14414.878 1.080 1.000 0.000 5.5130
Padrao (EPI-IAN) 24.858 14601.278 1.052 0.999 5.5130
IAN na amostra
de EEB

EPI-IAN na
24.344 12831.493 0.977 0.998 4435 5.649
amostra de EEB

20.809 12834.923 0.991 0.999 2.855 4.435

*TR= Tempo de Retencédo; PT= Pratos Teoéricos; FC= Fator de Cauda; R= Resolucdo

5.4.3 Linearidade, LOD e LOQ

A resposta dos marcadores IAN e EPI-IAN foram proporcionais as suas
concentracdes. A IAN e a EPI-IAN apresentaram uma linearidade satisfatoria para o

método na faixa de 5 — 25 pg/mL (Tabela 16). A equacao da curva e o coeficiente de
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correlagao da IAN e da EPI-IAN foram de y = 291007x — 106157 e R?2 = 0,9952 e de y
= 287650x — 91340 e R2 = 0,9952, respectivamente (Grafico 3 e 4).

Os limites de deteccao e de quantificacao foram de 1,19 e 3,97 ug/ml para IAN
e 0,74 e 2,46 ug/ml para EPI-IAN, demostrando que o método € sensivel para detectar
e quantificar os marcadores IAN e EPI-IAN.

A linearidade é outro aspecto importante da validac&o. Ela valida que o método
produz uma resposta proporcional a concentracdo do analito, permitindo uma
guantificacao precisa em diferentes niveis de concentracdo. Uma curva de calibracéo
linear bem ajustada é essencial para obter resultados confiaveis em uma ampla faixa
de concentracdo (Alvarenga, 2022).

A regressao linear € bem posta quando o seu coeficiente de correlacéo (R2), se
aproxima do valor unitario. A ANVISA recomenda valores de R2 superiores a 0,99
enquanto o INMETRO, superiores a 0,90, na faixa de 80% a 120% (ANVISA, 2017,
INMETRO, 2018). Outros parametros constituem ponto de relevante interesse para
analise de linearidade como o desvio-padrédo e o desvio-padréo residual (DPR) dos
dados coletados (Novaes et al., 2017).

O limite de detecgdo (LOD) consiste na menor quantidade do marcador
presente no extrato que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente
guantificado sob as condicdes experimentais estabelecidas. Ja o limite de
guantificacao (LOQ), refere-se a menor quantidade do marcador presente no extrato,
gue pode ser determinado com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condicbes
experimentais estabelecidas. Em trabalhos de validagdo de metodologia analitica o
LOD e LOQ sédo comumente obtidos com base nos parametros da curva analitica ou

na razao sinal e ruido gerados nos equipamentos eletronicos (Santos, 2018).
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Tabela 16. Resultados da curva de calibracdo da IAN e EPI — IAN.

Concentracao Areal Area 2 Area 3 Média
3,3 822056 833258 820453 825256
6,6 1802545 1848311 1818995 1823284
IAN 9,9 2745195 2746875 2919102 2803724
13,2 3628509 3635992 4035212 3766571
16,5 4517846 4689565 4758269 4655227
1,7 332658 348385 338548 339864
3,4 865231 1024017 990499 959916
=Pl 51 1406990 1426520 1378666 1404059
AN 6,8 1798587 1835159 1824440 1819395
8,5 2267996 2359973 2437486 2355152

Grafico 3. Regresséo linear das curvas de calibragdo (3,3 — 16,5 pg/mL) para IAN
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Grafico 4. Regressao linear das curvas de calibragéo (1,7 — 8,5ug/mL) para EPI-IAN
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5.4.4 Efeito matriz

O efeito matriz foi analisado para verificar se os componentes da amostra
interferem no desempenho da medicdo do analito (INMETRO, 2020).

Apos as analises, foi construido um grafico relacionando a area do pico versus
concentracdo para os padrdes IAN e EPI-IAN e para a amostra fortificada.

Para a IAN a equacédo da curva e o coeficiente de correlacdo do padrao IAN e
do EEB fortificado foram y = 192065x — 102167 e r2 = 0,9995 de y = 182587x — 103109
e r2 = 0,9981, respectivamente (Grafico 5). O paralelismo das retas verificado pela
comparacao estatistica dos coeficientes angulares a partir do teste T resultou no valor
de P de 0,22305, demonstrando a nao influéncia da matriz pela semelhanca dos

coeficientes angulares (Tabela 17).

Gréfico 5. Regressao linear das curvas de calibracdo para EEB fortificada -IAN
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Tabela 17. Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes - IAN

Variavel 1 Variavel 2

Média 189475,54 182587,87
Variancia 58512169,65 141234974,65
Observacoes 3 3
Variancia agrupada 99873571,83
Hipdtese da diferenca de
média 0
gl 4
Stat t 0,84
P(T<=t) uni-caudal 0,22
t critico uni-caudal 2,13
P(T<=t) bi-caudal 0,44
t critico bi-caudal 2,77

Para a EPI-IAN a equacdo da curva e o coeficiente de correlacdo do padréo de
EPI-IAN e EEB fortificado foram de y = 100311x — 229975 e r2 = 0,9979 e y = 97834x
— 92037 e r2 = 0,9951 respectivamente (Grafico 6). A partir do teste T resultou no valor
de P de 0,1988 (Tabela 18).

Grafico 6. Regresséo linear das curvas de calibragcéo para EEB fortificada — EPI-
IAN
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Tabela 18. Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes — EPI-IAN
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Variavel 1 Variavel 2
Média 95490,52 100310,62
Variancia 6616065,33 71241200,33
Observacoes 3 3
Variancia agrupada 38928632,83
Hipdtese da diferenca de 0
média
gl 4
Stat t 0,94
P(T<=t) uni-caudal 0,19
t critico uni-caudal 2,13
P(T<=t) bi-caudal 0,39
t critico bi-caudal 2,77

Considera-se que para um teste-T seja adequado seu valor calculado para Stat
t deve ser menor do que o valor obtido para t critico bi-caudal. Como os valores de
Stat t sdo menores do que o encontrado para bi-caudal, o teste estatistico encontra-se
adequado para seu fim (Budske, 2022).

Deste modo, como as retas das curvas analiticas possuem coeficientes
angulares estatisticamente iguais e paralelismo entre si, além de possuir também
interceptos estatisticamente iguais, pode-se afirmar que ndo ha efeito matriz no
método proposto e a avaliagcdo dos demais parametros analiticos do método podem
ser avaliados sem a matriz, ja que este parametro ficou nos conformes das diretrizes
da ANVISA e INMETRO (ANVISA, 2017; INMETRO, 2020).

5.4.5 Precisao e Exatidao

Precisao e exatiddo sao parametros para avaliar a confiabilidade e exatiddo de um
método analitico. A precisdo mede a consisténcia dos resultados quando o0 mesmo
teste é repetido em condi¢cdes semelhantes. A exatiddo, por outro lado, refere-se a
guado proximos os resultados obtidos estdo do valor real. Ambos sédo fundamentais
para garantir resultados confiaveis e minimizar erros sistematicos e aleatorios
(ANVISA, 2017).
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Os resultados da precisdo intermediaria e da exatiddo dos marcadores IAN e

EPI-IAN sdo mostrados na Tabela 19.

Tabela 19. Dados da Precisao e Exatidao da IAN e EPI-IAN

Concentracao IAN EPI- IAN
(ug/mL) REC (%) / DP (%) REC (%) / DP (%)
5 98,15/5,59 65,36 /8,07
Exatidéo 15 95,29/ 4,04 87,47/ 4,66
25 94,03/ 3,04 91,65 /4,99
5 .../ 5,59 .../ 8,07
Preciséo 15 .. 14,04 ... 1 4,66
25 .. 13,04 .. 14,99

Rec = Recuperac¢éo; DP = Desvio padréo.

De acordo com os critérios de aceitacao de repetibilidade recomendados pela
AOAC (2002), a amostra pode ter um desvio padrdo de até 11%. Os valores de
exatiddo determinados também se encontram dentro dos critérios estabelecidos a

gual preconiza um intervalo de 80 a 110 % do valor nominal da concentracéo.

5.4.6 Robustez

A robustez é encontrada através da medida da capacidade de resisténcia de
pequenas variacdes controladas dos parametros analiticos, podendo ser utilizado
para espectrofotometria as variagdes de pH, temperatura ou diferentes fabricantes de
solventes. O resultado indica a confianga do método durante sua aplicacdo (ANVISA,
2017).

Foram feitas alteracGes na proporcdo do solvente, marca da coluna,
temperatura, fluxo e pH. Esses parametros foram escolhidos porque sdo alteracdes
gue podem ocorrer normalmente na rotina de um laboratério que va utilizar essa
metodologia validada.

Os valores de robustez e DPR para cada variacdo de método para amostra do

IAN é mostrado na tabela 20.
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Em todos os casos, a recuperacao para a IAN foi adequada com valores na
faixa de 94,27 a 105,30, com os valores de DPR menores que 10%, indicando que
pequenas variacdes nao interferiram no método, inclusive quando avaliou a
recuperacao comparando com uma outra coluna.

Dados reportados na literatura apontam cada vez mais a necessidade de um
design experimental robusto, que s&do desenvolvidos durante a avaliacdo do
parametro da robustez, para atender as exigéncias regulatorias devido as diversas
alteracdes que podem vir a ocorrer durante o processo de fabricagdo de um produto,
podendo estar associado ao préprio processo ou caracteristicas do material analisado
(Goetz et al., 2019).

Tabela 20. Dados da Robustez da IAN

Variavel Nivel REC % DPR %
48 97,78 6,23
% ACN
42 105,32 2,29
42 104,65 3,19
T°C
38 98,03 0,55
. 0,9 99,47 2,20
F mL/min
0,7 95,08 7,37
3,68 95,43 2,99
pH
6,8 94,29 5,06
Coluna Phenomenex 95,00 6,10

Rec = Recuperacédo; DP = Desvio padréao.

A validacdo do método confirmou o teor dos dois epimeros padrdes IAN e EPI-
IAN. Onde em 3 mg do padrao OD-1 (IAN e EPI-IAN), 1, 98 mg (66 %) refere-se a IAN
e 1,02 mg (44 %) a EPI-IAN. Nos cromatogramas, a area sobre os picos é um
parametro que pode indicar a concentracdo relativa de determinado analito em uma
amostra, sendo proporcional a quantidade do analito que passa pelo detector. Pode-

se estimar que quanto maior a area sobre o pico, maior sua concentracdo na amostra.
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5.5 Estudos tecnoldgicos para desenvolvimento de formas farmacéuticas soélidas

(Fugi, 2019).

5.5.1 Obtencéo do Extrato Seco (ES)

As andlises dos extratos por HPLC apresentaram concentracdes crescente dos

dois marcadores com aumento da proporcao droga/solvente (v/m) e da proporcao

Etanol/dgua (v:v). A areas correspondentes aos picos de IAN e EPI-IAN foram

guantificados nos extratos analisados (Tabela 21).

Tabela 21. Andlise das concentragdes dos marcadores através da proporcdo

droga/solvente e proporcao etanol: agua (v: v)

Proporgéo Gradiente Area cone. Area média cone.
Droga/Solvente Etanol/Agua média IAN Ha/mL EPI-IAN Hg/mL
IAN EPI-IAN

30% 776906 17,39 1366025 37,05

10% 50% 620381 13,89 1217989 33,03
70% 1038003 23,24 1756786 47,65

96% 977771 21,89 1583158 42,94

30% 1510135 33,81 1803610 48,92

0% 50% 1833157 41,04 3078868 83,51
70% 1834150 41,06 3034936 82,32

96% 1864635 41,75 3119417 84,61

30% 1602327 35,87 2725354 73,92

30% 50% 1997791 44,73 4544894 123,27
70% 2741935 61,39 4580591 124,24

96% 3092314 69,23 4979112 135,05

A obtencdo de um ES padronizado que apresente alto teor de ativos de

constituintes de interesse e reprodutibilidade, requer avaliacdo de parametros que

influenciam no processo extrativo. Portanto, avaliar técnicas extrativas eficientes, bem

como conhecer todos os fatores que influenciam no processo € de fundamental

importancia na padronizacao de extratos vegetais secos (Tomasi, 2021).
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Dentre as principais técnicas extrativas utilizadas para drogas vegetais
podemos destacar: maceracao, percolacéo, infusdo, decoccédo, extracdo continua a
guente (soxlet), extracdo assistida por ultrassom, leito fluidizado, fluido supercritico e
turbdlise. natureza quimica dos constituintes que se pretende obter, polaridade dos
solventes e proporc¢do ou mistura de solventes (Bampouli et al., 2014).

O sistema contendo 96% de etanol e 30% da DV apresentou a melhor
concentracdo de IAN e EPI-IAN equivalente a 61,39 e 124,24 ug/mL, respectivamente,
para procedimentos em triplicatas, justificando a escolha deste sistema para dar
continuidade ao estudo. Com isso 7,5 kg da droga vegetal da terceira coleta foi
submetido a maceracdo com etanol a 96% (25 litros), por 6 dias. O extrato fluido

resultante da maceracéo foi de 15 litros.

5.5.1.1 Residuo seco

A determinacdo do residuo seco faz parte das diretrizes da OMS e ANVISA
para o controle de qualidade de plantas medicinais e s&o essenciais para garantir a
autenticidade, a estabilidade e a seguranca tanto de plantas medicinais como de seus
preparados (Costa, 2019).

O RS foi calculado a partir de 2 mL do extrato fluido 30% DV e 96% EtOH,
realizado em triplicata, sobre porcentagem de matéria seca em extrato fluido. A
determinacdo do residuo seco apresentou resultado médios de 2,8532%, como

mostra a tabela 22.

Tabela 22. Valores de residuo seco para o extrato 30% DV-96% EtOH de O. duckei

. Cadinho +
Cadinho (g) EEB (g) 1:30h  2h ES () RS (%)
EEB (g)
1 45,88 1,61 47,21 45,93 4593 0.04 2,88%
2 38,60 1,68 47,56 38,65 38,64 0,04 2,48%
3 39,60 1,68 64,60 39,66 39,66 0,05 3,19%
Md 1,66 0,04 285%

*Md = Média

N&o ha na Farmacopeia Brasileira, ou em outro compéndio oficial, limites de

valores de residuos secos adequados para extratos vegetais. No entanto, a
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determinacdo de tal parametro é fundamental no processo de padronizacdo dos
derivados vegetais, pois contribui para a sua caracterizacdo e, consequentemente,
para o controle da qualidade e da estabilidade dos mesmos (Borella e Carvalho, 2011)

A determinacdo do residuo seco € um parametro fundamental e preliminar
guando se objetiva alcancar a eficacia de uma formulacao fitoterapica), uma vez que
este ensaio implica na quantificacdo das substancias extraidas da planta em

condicOes especificas, através da eliminacédo do solvente extrator (Cardoso, 2009).
5.5.1.2 Secagem com adjuvantes tecnoldgicos
Foram utilizados 300 mL do EEB fluido em cada secagem, de modo que o RS
seco respectivo foi de 7,12g. Os adjuvantes de secagem foram adicionados em

propor¢ao ponderal calculada sobre o residuo seco da solucdo extrativa (Tabela 23).

Tabela 23. Quantidade de adjuntos de secagem quanto ao residuo seco

Experimentos Celulose (g) Aerosil (g)

1 7,11 3,56
2 14,22 7,11
3 1,78 0,89
4 1,78 7,11
5 14,22 0,89
6 7,11 7,11
7 7,11 0,89
8 14,22 3,56
9 1,78 3,56

A utilizacdo de adjuvantes de secagem € um fator primordial para a otimizacéo
da operacado de secagem, pois estes atuam tanto no aumento do rendimento como no
asseguramento da estabilidade do produto obtido. Vérios trabalhos, utilizando
diferentes adjuvantes de secagem, evidenciam a necessidade desses para otimizacao
do rendimento, bem como para a definicho e a melhoria das caracteristicas

tecnoldgicas do produto obtido (Bezerra, 2021).
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Os adjuvantes sdo capazes de melhorar caracteristicas tecnoldgicas dos extratos
secos tais como baixa densidade, fluxo do p6 e tendéncia a aglomeracbes e
higroscopicidade (Oliveira & Petrovick, 2010).

5.5.2 Caracterizagéo dos ES obtidos

Apés a secagem com as adjuvantes, foi analisado as caracteristicas
organolépticas para cada ES (Figura 22 e Tabela 24).

Figura 22. Extratos secos obtidos pela secagem com adjuntos tecnolégicos
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Tabela 24. Caracteristicas organolépticas das solu¢des extrativas de O. duckei com

adjuvantes

m
n

Propriedades organolépticas

P6 fino solto, marrom
P¢ fino solto, marrom claro
Material compacto, marrom escuro
Pé fino solto, marrom claro
P& granuloso, marrom escuro
P¢ fino solto, marrom claro
P6 granuloso, marrom escuro

Po fino solto, marrom claro

© 00 N O g b~ W DN P

P6 granuloso, marrom escuro

A adicao de adjuvantes pode modificar as caracteristicas originais do pd, com

funcdo apenas de melhora-los farmacotecnicamente como também aumentar o
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rendimento de secagem, visto que eles sdo inertes, in6cuos e termoestaveis
guimicamente (Oliveira & Petrovick, 2010).

E provavel que a mistura de celulose e o aerosil melhorem caracteristicas de
fluxo de poés, visto que sdo muito utilizados como material de enchimento e agente
regulador de fluxo, respectivamente (Picanco, 2021).

Observa-se que os ES-1,2,4,6 e 8, foram os que apresentaram melhores
aspectos organolépticas, onde destes a maioria (ES-1, 2 e 8) continha uma
guantidade maior de celulose comparada ao aerosil.

A celulose € usada como excipiente para comprimidos, formulagcdo cosmética,
produtos alimenticios e também enchimento para varios materiais compostos, além
de ser um aditivo especial para algumas aplicacdes técnicas (loelovich, 2019). Sua
compatibilidade com a matriz fendlica se da pela presenca de grupos polares
(hidroxilas), resultando em melhor interacdo na interface, e por consequéncia

melhorando as propriedades dos compostos obtidos (Ramires et al., 2010).

5.5.2.1 Determinacao das densidades

O Fator de Hausner (FH) e indice de Carr (IC) sdo parametros vinculados a
capacidade de empacotamento do p6. O FH é um indicador indireto da estabilidade
de empacotamento. Quanto mais proximo de um, mais estavel é o sistema de
empacotamento (Thomas e Pourcelot, 1991).

Os ES obtidos da O. duckei apresentaram propriedades de fluxo pobre ou muito
pobre, como reafirmado pelo indice de compressibilidade de 26,9% a 40%. (Tabela
25).
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Tabela 25. Densidade aparente e compactada dos extratos secos da O. duckei

Vi Vf Da Dc
ES Massa (g) (mL) (mL) (g/mL) (g/mL) IC FH
1 14,0539 32 22 0,439 0,639 31,3 1,45
2 17,5782 50 31 0,352 0,567 38,0 1,61
4 14,3877 50 30,5 0,288 0,472 39,0 1,64
5 18,2337 50 32 0,365 0,570 36,0 1,56
6 17,0685 50 30 0,341 0,569 40,0 1,67
7 15,8945 40 24 0,397 0,662 40,0 1,67
8 21,3209 50 32 0,426 0,666 36,0 1,56
9 13,0773 26 19 0,503 0,688 26,9 1,37

*ES = extrato seco; Vi =Volume inicial; Vf = Volume final; Da = densidade aparente; Dc= Densidade compactada; IC = indice de

Carr; FH = Fator de Hasuner

No entanto, os ES-9, 1, 5 e 8 apresentaram estes parametros tecnoldgicos
consideravelmente melhores quando comparado aos demais. Os valores do IC para
estes ES sdo menores quando comparados aos demais ES, embora sejam requeridos
valores menores que 15 % para a obtengdo de um escoamento mais adequado e,
com isso, um fluxo mais apropriado. Esta observacédo, também, é corroborada pelo
FH que para esta formulacdo apresenta-se mais proximo de 1, significando maior

estabilidade de empacotamento das particulas.

5.5.2.2 Determinacédo do angulo de repouso

O angulo de repouso é um parametro associado a fluidez de pés e a friccdo
interparticular do material. A medida deste parametro é realizada a partir de diferentes
métodos que procuram determinar a inclinagdo formada por particulas amontoadas
até que ela forme uma altura elevada o suficiente para superar as forcas de atrito dos
pos, possibilitando o deslizamento do material apos a transposicdo das forcas
adesivas e coesivas entre as particulas, até que as forgcas gravitacionais e
interparticulares obtenham o equilibrio (Bezerra, 2021).

Os resultados obtidos (Tabela 26) evidenciaram que todos os produtos secos
por rotaevaporacdo alcancaram respostas consideradas boas para este parametro
com angulos de repouso inferiores a 40°. Percebe-se que os ES-7, 8 e 9 apresentaram

0s menores valores de angulo de repouso.
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Tabela 26. Dados de angulo de repouso obtidos para os pés de extratos secos por

rotaevaporacao.
NUumero . o .
experimento Base Altura Angulo Classificacao
1 7,1 2,5 35,2 Bom-justo
2 7 2,7 37,6 Justo
4 7,3 3,1 40,3 Justo-aceitavel
5 9 3,4 37,1 Justo
6 8,6 3,1 35,8 Bom-justo
7 7,2 2,3 32,6 Bom
8 8 2,8 35,0 Bom
9 6,9 2,3 33,7 Bom

P6s com angulos de repouso abaixo de 40° apresentam propriedades de
escoamento de excelentes a medianas, indicando que os produtos secos derivados
de extratos apresentaram baixa coesdo entre as particulas nesta avaliacdo; valores
superiores indicam que as forcas de coesdo entre as particulas atuam com maior
forca, aumentando o atrito entre elas e dificultando o movimento e escoamento
(Madian, et al., 2020).

5.5.2.3 Determinacao da granulometria

O ES-8 apresentou melhor resultado quanto ao aspecto organoléptico, a
determinacao das densidades e ao angulo de repouso. Com isso, deu-se continuidade
a caracterizagado com o ES-8.

A granulometria também é um dos parametros a serem analisados, uma vez
gue fornece dados sobre a homogeneidade do tamanho de particulas. Este € um fator
determinante nos processos extrativos, pois o0 tamanho das particulas esta
diretamente relacionado com a eficiéncia da extragao (Pereira, 2021).

O resultado obtido de acordo com a Farmacopeia Brasileira (2019) classifica
ES-8 como po finissimo, onde 36% do po ficou retido na malha de abertura nominal
de 75 um (200 mesh), (Tabela 27).
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Tabela 27. Andlise da granulometria do ES-8

Mesh pHm Massa (g) %

24 710 0,8301 7,52
42 355 0,7836 7,10
60 180 0,7325 6,64
100 150 0,1186 1,07
200 75 3,9737 36,00
400 38 3,9064 35,39
Coletor - 0,694 6,29

5.5.2.4 Determinacao da higroscopicidade

A avaliacdo da higroscopicidade consiste na determinacéo da estabilidade de
pés frente a umidade relativa em temperatura ambiente, sendo um dos parametros de
selecao das técnicas de secagem dos extratos vegetais liquidos, bem como de suas
condi¢des de armazenamento (Mendez et al., 2011).

Foi pesado o cadinho (39,6084) e adicionado a ele 0,165 g do ES-8, obtendo-
se 0 peso de 39,7735 g. Ap6s 24 horas, o cadinho foi retirado e pesado, obtendo o
peso de 39,778 e apos 7 dias 0 peso obtido foi 39,7827, obtendo-se um percentual de
agua absorvida de 0,02%. A Farmacopeia Brasileira 62 ed. recomenda um valor de
umidade menor que 5%, uma vez que valores mais altos prejudica a conservagao,
pois 0 material esta susceptivel a contaminacdo e degradacdo de principios ativos
(ANVISA, 2014).

Os extratos secos geralmente sdo higroscopicos e tem baixas propriedades
reoldgicas, de compressibilidade e compactabilidade. Por estas razdes, faz-se
necessario o uso de adjuvantes de secagem que, por sua vez, altera as caracteristicas
tecnoldgicas do produto e melhoram os rendimentos de extratos secos (Gallo et al.,
2011).

5.5.3 Caracterizagdo térmica
N&do foram encontrados trabalhos cientificos disponiveis abordando a

caracterizacao térmica dos ES de O. duckeli, portanto, este € um estudo inédito e que

podera auxiliar na caracterizacdo e no controle de qualidade desta droga vegetal.
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A TG mede as alteragdes da massa da amostra em funcdo do tempo ou
temperatura. A decomposicdo térmica do ES-8 de O. duckei nas razbes de
aquecimento de 5, 10, 15 e 20 °C.min! ocorreram em quatro etapas para todas as

razdes, como observado na figura 23 e tabela 28.

Figura 23. Curvas TG do ES-8 da O. duckei em atmosferas de nitrogénio e 3
de 5,10,15 e 20 °C.min!

TGA
%

ES- R20
ES-R10
ES- RO5
3 ES-R15

N Celulose

ey

50.00-

-0.00-

0.00 200.00 300.00 600.00 800.00
Temp [C]

Tabela 28. Dados termogravimétricos do ES-8 da O. duckei em atmosferas de
nitrogénio e 3 de 5,10,15 e 20 °C.min-1

1° Etapa 2° Etapa 3° Etapa 4° Etapa R
Razdo Tonset Tonset Tonset Tonset
Am % Am % Am % Am % %
°C °C °C °C

5 43,37 4,73 263,72 10,41 353,24 43,10 600,51 24,54 16,07
10 40,36 546 276,29 7,89 363,02 42,62 627,85 21,42 21,16
15 54,10 4,01 282,71 11,85 375,60 4522 622,73 13,12 26,16
20 53,75 4,54 288,27 11,01 381,57 44,60 581,55 10,93 21,03

*R= Residuo; Am = varia¢@o de massa; Tonse °C = Temperatura inicial de degradagéo

Neste trabalho, descreveu-se os eventos térmicos para a razao de 10, uma vez
gue as demais amostras com as razdes diferentes apresentaram apenas diferencas
nos valores de Tonset, perda de massa e residuo ao final da analise.

Na primeira etapa, que ocorreu entre 36,67 a 151°C, houve uma perda de
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massa equivalente a 5,46%. A literatura relata que este evento pode ser relacionado
a desidratacéo da droga vegetal e a evaporacao de constituintes volateis (Wesolowski,
2003).

A etapa seguinte ocorreu entre 203,35 a 315,30 °C, na qual apresentou a perda
de massa a 7,89%. A terceira etapa foi entre 315,32 a 429,33 °C, com perda de massa
igual a 42,62%, respectivo a maior perda de massa. Essas etapas podem estar
associadas a degradacao térmica de componentes organicos da droga vegetal
(Wesolowski, 2003). A degradagéo da celulose microcristalina ocorreu entre 328,78 a
405,49 °C, com perda de massa de 84,19%, coincidindo com a terceira etapa da
degradacéao do ES.

A quarta etapa ocorre entre 429,34 a 894,76 °C, com perda de massa de
21,42%. Esta ultima perda pode ser referente a queima dos restos carbonizados da
matéria organica (Araujo et.al.,2006). O residuo final da amostra foi de 21,26%,
representando o percentual da amostra que nao sofreu degradacdo total nas
condicdes de analise.

Para o estudo cinético de decomposicéao térmica foi aplicado o modelo de
Ozawa, utilizando a TG dinamica. Na aplicacdo deste modelo, o ES foi submetido a
taxa de aquecimento de 10°C.mint. A fraccédo de decomposicéo (alfa 0,1) entre Tonset
e Tendset do evento de decomposicéo foi determinada através da derivada do principal
evento de degradacédo. A ordem da reacao foi igual a um, com energia cinética de
152,16 + 0,79 kd/mol e fator frequéncia de 3,79 x 10! minL.

A cinética de degradacao térmica depende ndo apenas da natureza do material,
mas também das condi¢Bes experimentais, tais como: massa da amostra, tipo de
cadinho, fluxo e tipo de atmosfera de gas utilizada. A escolha da atmosfera pode afetar
a taxa de degradacdo, bem como o numero de etapas de perda de massa, a
temperatura de inicio e fim do processo e a massa do residuo (Vyazovkin et al., 2020).

A ordem da reacao de degradacgdo é estabelecida avaliando-se os ajustes dos
modelos de zero, primeira e segunda ordens através do coeficiente de correlacéo
linear (R?). A equacdo de Arrhenius, calcula-se a constante de velocidade da reacéo
(k) a 25 °C por extrapolacdo e, diante deste valor, calcula-se o prazo da validade,
t90 ou 00,9 na temperaturade 25 °C. O 00,9 representa o tempo necessario para
que o ativo degrade 10% da concentragéo do tempo zero, sendo entdo aceito como
determinacao de prazo de validade (Oliveira, 2011).

As reacdes de primeira ordem s&o aquelas em que as velocidades de reacao
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sdo diretamente proporcionais a concentracdo do reagente, onde o produto
decompde-se em um ou mais produtos (Freire, 2019).

Alguns autores relatam que a energia de ativacdo € a energia minima
necessaria para que ocorram reacfes quimicas em uma determinada amostra,
inclusive essas reacdes podem ser de quebra de macromoléculas (Pan et al, 2015;
Pugazhenthi e Kativa et al, 2014). Amostras de pdés com tamanhos de particulas
menores apresentam uma maior area superficial e assim sdo mais instaveis,
necessitando de uma menor energia de ativacdo para que ocorram as reagdes de
termodecomposicéo (Correia et al., 2013).

Na DTA foram observados trés eventos exotérmicos relacionados a

degradacéao do ES (Figura 24).

Figura 24. Curvas DTA do ES-8 da O. duckei em atmosferas de nitrogénio e
B de 10 °C.min
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O primeiro evento ocorreu com temperatura de pico de 314,19°C e o segundo
a 348,65°C. Nao foi possivel determinar a energia do primeiro evento de degradacao,
devido a sobreposicdo com o segundo evento, sendo calculado o somatério de
ambos, obtendo a energia de 2,25 kJ/g, coincidindo com o evento exotérmico
observado na celulose microcristalina, com temperatura de pico de 356,24°C e
energia de 1,07 kJ/g. O terceiro evento ocorreu em uma temperatura de pico de 489,94
°C e energia de 0,77 kJ/g, corroborando com os resultados obtidos pelo TG (Figura
25).
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Figura 25. Curvas TG e DTA do ES-8 da O. duckei em atmosferas de

nitrogénio e B de 10 °C.min!
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6 CONCLUSOES

O presente estudo possibilitou o controle de qualidade da droga vegetal de O.
duckei a partir da determinacdo da distribuicdo granulométrica (p6 grosso), pH
(pH=6,1, sugerindo substancias acidas), densidade (apresentou propriedades de fluxo
aceitavel e facil escoamento), teor de umidade (5,8%), bem como a investigacdo dos
seus principais grupos de metabdlitos secundarios (alcaloides, flavonoides e
lignoides), identificados através do FTIR. Esse estudo mostrou também a aplicacéo
da analise térmica (TG e DTA), obtendo-se resultados importantes sobre a sua
estabilidade, padronizacédo e composicao da droga vegetal.

O estudo fitoquimico inicial das partes aéreas de O. duckei resultou no
isolamento e identificacdo, por meio de técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear
de 'H e 3C e bidimensional, de dois lignoides (OD-1), um flavonoide (OD-2) e trés
alcaloides (OD-3; OD-4 e OD-5), no qual a IAN e EPI-IAN sao consideradas como
marcadores quimicos da planta.

Os resultados preliminares com A. salina da espécie O. duckei demonstram
gue a fase hexanica é atoxica, uma vez que seu valor de CLsp encontra-se acima de
1000 pg/mL! e a fase Cloroférmica apresenta baixa toxicidade, pois a CLso encontra-
se entre 500 a 1000 pg mL*. Faz-se necessario um estudo mais detalhado ou
emprego de técnicas mais especificas para confirmar o grau de toxicidade da espécie.

O estudo envolveu o desenvolvimento do método cromatogréfico de anélise e
a validacdo do método proposto segundo a ICH. O método cromatografico
desenvolvido em CLAE-DAD permitiu a identificacdo das lignanas com bom grau de
pureza, mostrando-se ser simples, rapido e eficiente para este fim. O método
desenvolvido apresentou resultados de acordo com o proposto para a validacao de
metodologias analiticas. Assim, a metodologia desenvolvida pode ser aplicada para a
determinacdo do teor de langambina e Epi-langambina em matérias-primas e em
formulacdes farmacéuticas.

Um modelo de superficie resposta foi aplicado na padronizacdo dos extratos
secos utilizando um método de extracdo classico e solventes atoxicos. Os dados
mostraram que existe diferenca estatistica com a variacdo da proporcdo da
droga/solvente e propor¢cdo do solvente. A maceracdo a frio na proporgcédo de
droga/solvente de 30% e solvente extrator a 70% foi considerada a mais adequada

para a extracdo dos marcadores quimicos neste estudo.
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Através de um planejamento fatorial foi vidvel a obtencdo dos extratos secos
por rotaevaporacdo utilizando dioxido de silicio coloidal e celulose como adjuvantes,
de modo que observou-se que o0 uso de adjuvantes foi indispensavel para melhora a
caracterizagao do ES.

Através dos dados da caracterizagdo fisico-quimcas e térmicas do ES foi
possivel estabelecer a padronizacdo do ES a serem utilizada no desenvolvimento da
formulacdo farmacéutica, como também garantir a qualidade, reprodutibilidade, e
seguranca do extrato seco.

Os resultados deste estudo podem ampliar o conhecimento sobre extratos
secos de plantas medicinais com caracteristicas tecnologicas adequadas, 0s quais
encontram emprego como produtos ou intermediarios na producao de fitoterapicos.

Diante da importancia do estudo das plantas medicinais, almeja-se contribuir com
a pesquisa e o desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos da O. duckei,
encontrada no semiarido paraibano, bioma caatinga. Esta contribuicdo se dara através
da obtencdo tecnoldgica de extratos vegetais padronizados a partir das partes aéreas
de O.duckei.
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