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RESUMO

Acanthospermum hispidum, popularmente conhecido como espinho de cigano, é
amplamente usado na medicina tradicional, destacando-se seu uso para o tratamento
de disturbios respiratorios e gastricos. Neste sentido, novos medicamentos, como os
de aplicagcao nasal permitem que substancias ativas cheguem ao local, exercendo sua
acao. Por isso, os hidrogéis figuram como estratégias importantes devido a sua
capacidade de armazenamento e liberagdo. Assim, este trabalho objetivou
desenvolver e caracterizar um hidrogel contendo extrato e fragdes de A. hispidum para
o tratamento de doencas respiratérias leves. O material vegetal coletado foi
identificado (n°94086) e, apOs caracterizagcdo e processamento, o método para
controle quimico por UV-vis foi validade para as partes aéreas e as raizes de A.
hispidum. As condi¢cbes de preparacdao e secagem dos extratos foram otimizadas
através de desenhos experimentais (fatoriais classicos e planejamento de misturas);
considerando diferentes condi¢cdes operacionais e adjuvantes de secagem (celulose,
diéxido de silicio coloidal e gelatina). Adicionalmente, foram obtidas e caracterizadas
fragoes enriquecidas (FH, Fact e FAQr). Por fim, o potencial antinfungico dos extratos
foi avaliado “in vitro”. Os hidrogéis termossensiveis sem e com os derivados vegetais
foram preparados e caracterizados. Tanto as partes aéreas quanto as raizes de A.
hispidum atenderam as especificagdes de qualidade estabelecidas pela Farmacopeia
Brasileira (6°Ed). Os métodos analiticos apresentaram desempenhos compativeis
com as exigéncias estabelecidas pela RDC 166/2017, e foram consideradas seguras
e confiaveis. Apds otimizacao das operagdes de extragcao secagem, concluiu-se pela
utilizagao de etanol: agua 50% (v/v) como liquido extrator, para a extragdo dos
compostos de interesse; enquanto o ajuste das condigdes de secagem ficou definida
ao utilizar uma temperatura de secagem de 130°C, com fluxo de alimentagao de 1L/h
e a mistura composta por gelatina e didxido de silicio coloidal como adjuvante de
secagem foi a ideal para auxiliar no armazenamento do material e aumentar o
rendimento do processo de secagem. Em relacao a atividade fungica, o extrato bruto
apresentou CIM e CFM de 500 pg/mL e as fragdes de 250 (FH) e 125 pg/mL (Fac).
Além disso, as amostras apresentaram baixa toxicidade frente a artémias salinas. Por
fim, hidrogéis preparados com Pluronic F127 ou pela mistura de Pluronic
F127:Carbopol 940 (18:0,1; m:m) foram estaveis e permitiram a liberagcdo dos
fitocompostos presentes no hidrogel. As formulagbes obtidas foram consideradas uma
estratégia eficaz para a entrega de drogas e com estabilidade satisfatoria. Entretanto,
estudos complementares ainda precisam ser conduzidos para esclarecimento e
comprovar a atividade frente a problemas respiratérios, assim como sua seguranga.

Palavras-chave: Acanthospermum hispidum. Hidrogéis. Controle de qualidade.



ABSTRACT

Acanthospermum hispidum, popularly known as gypsy thorn, is widely used in
traditional medicine, especially for the treatment of respiratory and gastric disorders.
In this sense, new medications, such as those for nasal application, allow active
substances to reach the site, exerting their action. Therefore, hydrogels are important
strategies due to their storage and release capacity. Thus, this study aimed to develop
and characterize a hydrogel containing extract and fractions of A. hispidum for the
treatment of mild respiratory diseases. The collected plant material was identified
(n°94086) and, after characterization and processing, the method for chemical control
by UV-vis was validated for the aerial parts and roots of A. hispidum. The preparation
and drying conditions of the extracts were optimized through experimental designs
(classical factorials and mixture planning); considering different operational conditions
and drying adjuvants (cellulose, colloidal silicon dioxide and gelatin). Additionally,
enriched fractions (FH, Fact, and FAQr) were obtained and characterized. Finally, the
antifungal potential of the extracts was evaluated “in vitro”. Thermosensitive hydrogels
without and with plant derivatives were prepared and characterized. Both the aerial
parts and roots of A. hispidum met the quality specifications established by the
Brazilian Pharmacopoeia (6th Ed.). The analytical methods presented performances
compatible with the requirements established by RDC 166/2017, and were considered
safe and reliable. After optimizing the extraction and drying operations, it was
concluded that ethanol: water 50% (v/v) would be used as the extracting liquid to
extract the compounds of interest; while the adjustment of the drying conditions was
defined by using a drying temperature of 130°C, with a feed flow of 1 L/h, and the
mixture composed of gelatin and colloidal silicon dioxide as a drying adjuvant was ideal
to aid in material storage and increase the yield of the drying process. Regarding fungal
activity, the crude extract presented MIC and MFC of 500 pg/mL and fractions of 250
(FH) and 125 pg/mL (FAct). In addition, the samples presented low toxicity against
brine shrimp. Finally, hydrogels prepared with Pluronic F127 or by the mixture of
Pluronic F127:Carbopol 940 (18:0.1; m:m) were stable and allowed the release of the
phytocompounds present in the hydrogel. The obtained formulations were considered
an effective strategy for drug delivery and with satisfactory stability. However,
additional studies still need to be conducted to clarify and prove the activity against
respiratory problems, as well as its safety.

Keywords: Acanthospermum hispidum. Hydrogels. Quality control
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1 INTRODUCAO

Acanthospermum hispidum possui uma excelente disseminagdo no nordeste
brasileiro, pelo fato desta espécie ser bastante adaptada a diferentes condi¢cdes
climaticas e solo (Alva et al., 2012; Araujo; Xavier; Ferreira; Pimentel, 2013; Araujo;
Xavier; Ferreira; Randau; et al., 2013). Conhecida popularmente como “espinho de
cigano” e “carrapicho de carneiro”, a espécie € comumente utilizada pela populagao
principalmente para tratamento de desordens estomacais e disturbios respiratorios,
tais como: tosse, bronquite e asma (Adepiti; C; Agbedahunsi, 2014; Araujo; Xavier;
Ferreira; Pimentel, 2013). Além destas, Acanthospermum hispidum possuem outras
atividades ja relatadas na literatura, como: antifungicas, antioxidante, antiparasitaria,
entre outras (Lima; Albuquerque; Guimaraes, 2019; Mallmann et al., 2018; Santos,
2019).

A utilizagcao de plantas medicinais por algumas comunidades de diferentes
culturas, muitas vezes representa o unico recurso terapéutico para tratamento ou cura
de enfermidades. A cultura da utilizagdo das plantas medicinais é tao forte que
sobrevive até hoje, e sdo facilmente encontradas em feiras livres e mercados
populares das grandes cidades brasileiras (Dias et al., 2019; Wagner et al., 2011). A
recomendacao de uso e eficacia de plantas medicinais pela populacao, contribui de
forma relevante para orientar as investigacbes terapéuticas. Despertando assim, a
curiosidade do pesquisador no estudo mais aprofundado sobre a botanica, fitoquimica
e farmacologia das espécies (Maciel, 2002). Com o intuito de promover o uso racional
e seguro de plantas medicinais pela populacédo (De Fatima Colet et al., 2015).

Porém, a variabilidade quimica existente nos extratos de plantas medicinais
tem sido um dos maiores desafios para a padronizacdo e a manutencdo da
reprodutibilidade da qualidade de insumos farmacéuticos ativos vegetais e seus
derivados, dificultando ndo sé o controle de qualidade, mas também o
desenvolvimento e manufatura de formas farmacéuticas. Considerando a
multifatorialidade da variabilidade dessas matrizes biologicas, € fundamental que as
abordagens envolvendo o desenvolvimento e inovagao a partir de plantas medicinais,
empreguem ferramentas de planejamento e andlises para compreensao para
identificacao e quantificacao da influéncia destes fatores. Assim, o desenvolvimento e
manufatura de produtos oriundos de plantas medicinais ndo € uma tarefa trivial e exige

a superacao de diversos desafios, que vao desde a identificacao e cultivo da espécie,
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extracao e analise das substancias quimicas, obtencao de extratos ou produtos secos
até a forma farmacéuticas final (Klein et al., 2009; Simdes et al., 2016; Zorzi et al.,
2015). Um outro desafio muito importante € assegurar a estabilidade das formulagdes,
qgue possam resistir a diversas possibilidades de incompatibilidades fisico-quimicas
decorrentes da complexibilidade quimica de derivados de espécies vegetais (Klein et
al., 2009; Zorzi et al., 2015).
Tendo em vista a busca pelo desenvolvimento de novas formulagdes mais
eficientes e que se adequem as necessidades da populacdo, os hidrogéis vem sendo
usados devido a propriedade e aplicagbes, como a entrega de ativos em curativos e
implantes que tem a capacidade de liberar o ativo com o intuito de promover a
cicatrizagao, além disso ele pode ser usado como matriz de crescimento celular e de
tecido, com o intuito de regenerar 6rgaos e tecidos lesionados e também em sua forma
simples para o tratamento de doencas topicas (Abdulla et al., 2021; Palozi et al., 2017,
Su et al.,, 2020). Os hidrogéis sao estruturas tridimensionais formadas por redes
poliméricas que tem a capacidade de enclausurar grande quantidade de agua. Os
polimeros formadores da estrutura reticulada podem ser de origem natural ou sintética
e alguns deles ainda possui a capacidade de ser responsivo a estimulos, como
temperatura, pH, enzimas entre outros (Wang et al., 2019; Xing; Zheng; Duan, 2015).
Neste contexto, o grupo dos hidrogéis termossensiveis, ou seja, que sao
sensiveis a variagcbes de temperatura, ganhou notoriedade em razdo de suas
propriedades de adequabilidade aos locais de aplicagao, adesividade e facilidade de
aplicacao; aliados aos efeitos da temperatura sobre as propriedades mecéanicas e de
liberacdo de ativos. A depender do tipo do hidrogel termossensivel nasal ele podera
apresentar algumas vantagens, no que desrespeito a nao eliminacao do farmaco pela
formagcdo do muco e evitando e efeito de primeira passagem (lllum, 2003; Rao;
Agrawal; Shirsath, 2017) Portanto, estes sistemas tém recebido especial atengéo
como alternativas por exemplo, para a aplicagao nasal, sendo utilizadas no tratamento
de doengas como sinusites, renites alérgicas, ou ainda para como via de entrega de
drogas para tratamento de doengas neurais (Cunha et al., 2022; Illum, 2003; Moradi
et al. ; Rao; Agrawal; Shirsath, 2017; Salunke; Patil, 2016).
Tendo em vista a busca por novos compostos ativos e seus fins terapéuticos,
levando a necessidade de desenvolvimento de produtos (seguras e eficazes) e
garantir o acesso desse a populacdo acometida por afeccdes do trato respiratério.

Neste contexto, a incorporagéo de extratos e fragbes de Acanthospermum hispidum
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em hidrogéis torna-se uma alternativa terapéutica para o tratamento de doencas

respiratérias consideradas leves.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter e caracterizar um hidrogel contendo extrato e fragdes de

Acanthospermum hispidum para tratamento de doencgas respiratorias leves.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar e caracterizar as raizes e partes aéreas do A. hispidum;

e Obter extrato bruto e fragdes enriquecidas do A. hispidum;

e Caracterizar extrato, fragdes e hidrogel obtido por cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia (CCDAE) e espectrofotometria UV-vis;

¢ Obter hidrogel contendo extrato e fragdes de A. hispidum;

e Caracterizar as formulagdes obtidas quanto aos padrdes fisico-quimicos;

¢ Realizar o estudo de estabilidade das formulagodes.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ASPECTOS GERAIS, COMPOSICAO QUIMICA E ATIVIDADES BIOLOGICAS
DE A. hispidum

3.1.1 Aspectos Botanicos e Historicos

Acanthospermum hispidum € uma espécie pertencente a familia Asteraceae,
originario do Grego “Acantha” que significa “espinho” e “esperma” que em outras
palavras quer dizer semente e “hispidum” oriundo do latim que significa espinho ou
aspero. A. hispidum é largamente distribuido na Africa, América, Australia, india e
Havai. No Brasil, especificamente na regiao Nordeste A. hispidum é conhecido como
‘espinho de cigano”, “cabeca de cabra” e “carrapicho rasteiro” (Adepiti; C;
Agbedahunsi, 2014; Alva et al., 2012).

Figura 1 - Imagem de Acanthospermum hispidum (A- inflorescéncia; B- Folhas; C- Espinho; D- Erva
inteira).

Fonte:https://www.agroIink.com.br/problemas/carrapicho-de-cameiro_1 1.html
http://www.westafricanplants.senckenberg.de/root/index.php?page_id=14&id=40#
Acanthospermum hispidum € uma erva ramificada que pode chegar a 1 metro
de altura, o seu caule é coberto por pelos (tricoma com formato cilindrico). As folhas

de A. hispidum sao subsésseis, inteiro, simples, oposta e finamente serrilhada nas


http://www.agrolink.com.br/problemas/carrapicho-de-carneiro_11.html
http://www.westafricanplants.senckenberg.de/root/index.php?page_id=14&id=40
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margens. As inflorescéncias sao tipicamente da familia “Aster” e sao formadas por
capitulos solitarios, com flores de coloragdo amarelo-claro. Os frutos sdo achatados e
de formato triangular espinhoso, possuem de 6 a 8 mm de comprimento e 2 a 4 mm
de largura, esses frutos estdo cobertos de espinhos, que possuem um par reto ou
curvo de espinhos no topo (Araujo; Xavier; Ferreira; Pimentel, 2013; Basile et al., 2016;
Yapi et al., 2018). A. hispidum & uma planta bem adaptada a variagdes de solo e

condigdes climaticas.

3.1.2 Composicado Quimica

Inumeros estudos ja relatados na literatura, tiveram como objetivo identificar as
diferentes classes de metabdlitos presentes na espécie. Os principais farmacogenos
utilizado para analise foram as folhas, partes aéreas, raizes ou planta completa, os
principais solventes utilizados para preparacao dos extratos foram agua, etanol e
metanol e métodos extrativos mais empregados foram maceragao, sob refluxo e
soxhlet (Akah; Code, 2017; Attah et al., 2016; Chika; Onyebueke; Bello, 2018; N'do,
J.etal., 2019). As classes de metabdlitos mais pesquisados, presente no A. hispidum,

encontra-se destacado no Quadro 1.
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Quadro 1 - Metabdlitos encontrados em Acanthospermum hispidum.

Método Classe de o
Partes da planta _ _ Referéncia
extrativo metabolitos
(Abubakar et al.,
ACU, ALC, D. ANT,
2015; Chika;
Folhas Soxhlet EST, FLA, GLI, SAP,
Onyebueke; Bello,
TAN e TER.
2018)
ACU, ALC, D. ANT,
) _ (Attah et al., 2016;
Partes aereas Percolagao EST, FLA, GLI, SAP,
Okoro; Okoro, 2019)
TAN e TER.
) B ALC, EST, FLA, OLE, (Onyeto; Akah;
Raizes Maceracao
SAP, TAN e TER. Okafor, 2017)
o Refluxo e ALC, FLA, GLI, EST, (Basile et al., 2016;
Planta inteira
Maceracao TAN e TER. N’do, J. etal., 2019)

Onde: ACU: Agucares; ALC: Alcaldides; ANT: Antocianinas; D.ANT: Derivados antracénicos; EST:
Esteroides; FLA: Flavonoides; GLI: Glicosideos cardioativos; OLE: Oleos; SAP: Saponinas; TAN:

Fonte: A autora (2024).

Taninos hidrolisaveis/condensados; TER: Terpenos.

Além disso, também foram estudados alguns compostos isoladamente, através

do CLAE, CG-MS, Cromatografia em coluna, espectrofotometria infravermelho (IR),

ressonancia magnética nuclear (RMN). Todas essas analises foram provenientes das

folhas, partes aéreas e raizes. Alguns desses compostos isolados foram: (E) -B-

cariofileno , Germacreno D e A , procianidina B2, Hexadecano, 2-metil-Dodecano,

2,7,10-trimetil-Dodecano, Hexadecano, 2-metil-Dodecano, 2-metil-Undecano, 2-metil-

5- (1- metiletil) -Fenol, Acido hexadecandico, éster metilico, 15-acetoxi-8 - [(2-

metilbutiriloxi)] - 14-ox0-4,5-cis-acantoespermolida, entre outros (Akah; Code, 2017,
Alva et al., 2012; Ganfon et al., 2012; Mihigo et al., 2015; Onyeto; Akah; Okafor, 2017).
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3.1.3 Atividades Bioldgicas

No Brasil, as atividades biolégicas de A. hispidum estdo relacionadas
principalmente ao tratamento de desordens gastricas e problemas respiratorios (N’'do,
J. Y.-P. et al., 2019). Estudos conduzidos por outros pesquisadores, relataram o uso
da espécie para o tratamento de gfebre amarela e malaria (Adepiti; C; Agbedahunsi,
2014; Araujo et al., 2008). Devido a variedade de usos terapéuticos, a espécie A.
hispidum tem sido alvo de pesquisas, com o objetivo de validar muitos dos efeitos
bioldgicos descritos. As propriedades mais relevantes ja relatadas na literatura estao

descritas no Quadro 2.
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Quadro 2 - Prospecgdes de publicacbes com atividades bioldgicas encontrada do A. hispidum.

Referéncia

Indicacao

terapéutica

Farmacogeno/ extrato

Conclusao

(Elufioye; Machie,
2017)

Atividade

anticolinesterasica

A planta toda
Maceracao

Extrato metandlico

O extrato apresentou inibicao percentual média de
45,32% e 68,06% nas concentragdes de Tmg/ mL e

5mg/mL respectivamente.

(Chika;
Onyebueke; Bello,
2018)

Efeito

hipoglicemiante

Folhas

Extrato aquoso

Os ratos foram tratados por 28 dias, com doses de
70,210 e 700mg/kg. Foi observado reducao da glicemia
em jejum e uma melhora na tolerancia oral a glicose.

Demonstraram uma potente atividade diabética.

(N'do J et al., 2018;
N'do, J. Y.-P. et al.,
2019)

Atividade

hepatoprotetora

Extrato etandlico

Os extratos apresentaram mais eficiéncia na protecao
de células hepaticas de ratos. Revelaram a capacidade
do extrato de bloquear as fibras hepaticas nos ratos

tratados.

(Palozi et al., 2017)

Efeito anti-

hipertensivo

Partes aéreas
Extrato aquoso fragoes

etandlica

Foi eficaz em reduzir os niveis de pressao arterial.
Reduzindo também o estresse oxidativo e nitrosativo,
sendo assim indicativo de um potencial mecanismo de

acao para os efeitos cardiovasculares.

(N'do, J. Y.-P. et
al., 2019)

Atividade

antioxidante

Extrato aquoso

Extrato etandlico

Os extratos alcangaram bons resultados para os dois
testes realizados (DPPH/ ABTS), demonstrando uma

boa atividade oxidante.
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(Koukouikila- Folhas o
Atividade . Apresenta valores de concentragdo inibitorio de 50%
Koussounda et al., . Extrato metandlicos e o
antitumoral o (Cls0)>100pg/mL, revelando-se nao toxico.
2013) etandlicos
Raizes Os extratos e fragbes demostraram efeito antitussigeno
(Onyeto; Akah; Atividade

Okafor, 2017).

antitussigeno

Extratos metanolicos,
fracbes N-hexano,

acetato de etila e metanol

significativo em camundongos. Os autores atribuem

esses efeitos a elevada concentragdo de saponinas e

flavonoide.
o Folhas ) o
(Mihigo et al., Atividade Os extratos diclorometano forma mais eficaz contra
o . Extratos hexanicos e
2015). antimicrobiana ] contra S. Aureus. (CIM >100pg/mL. Ambos os extratos
diclorometano
. Os extratos foram avaliados contra duas cepas P.
(Koukouikila- Folhas . o o o
Atividade falciparum, o metandlico apresentou atividade inibitoria
Koussounda et al., Extratos aquosos,
antiparasitaria . . forte contra P. falciparum resistente e moderada contra
2013) etanodlicos e metandlicos.

a sensivel.

Fonte: A autora (2024).
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Os ensaios toxicoldgicos realizados com extratos obtidos com diferentes
solventes, fragcdes e compostos isolados das folhas e das partes aéreas de A.
hispidum foram avaliados, e segundo os autores nenhum deles apresentou toxicidade
contra Artemias salina (Ganfon et al., 2012).

Em relagc&o aos testes de toxicidade aguda e subaguda em camundongo, de
extratos aquosos das partes aéreas de A. hispidum, nas doses administradas, nao
houve mortes, alteracdes patoldgicas e mudangas de peso. Diversos extratos de A.
hispidum também foram investigados no que se refere a sua citotoxicidade. Os
extratos hidroalcéolicos proveniente das partes aéreas, mostraram um ICso > 100
Hg/mL constatando auséncia de toxicidade para células WI38 (Houngbeme et al.,
2015).

3.2 METODOLOGIAS ANALITICA PARA A IDENTIFICAGAO E QUANTIFICACAO
DE COMPOSTOS FENOLICOS EM ESPECIES VEGETAIS

Os compostos fendlicos vém ganhando espago e se tornando destaque em
muitos estudos encontrados na literatura. Eles possuem uma grande multiplicidade de
funcdes biologicas, sejam elas “in vitro” ou “in vivo”, destacando-se as atividades:
antioxidante, anti-inflamatéria, cicatrizante, antiviral antiparasitaria, citotoxica e
antitumoral, entre outras (Caban et al., 2019; Liu et al., 2008). A pesquisa, identificacao
e/ou quantificagcdo desses compostos em espécies vegetais, sdo realizadas com o
auxilio de diversos métodos e técnicas instrumentais.

Metodologias analiticas para a identificagdo de compostos fendlicos em
espécies vegetais. Uma gama de metodologias € usada para a determinagdo e
identificacdo da presenca de compostos de espécies bioativas. A quantificacao
desses compostos dependera de alguns parametros analisados, métodos de
extragcdo, substancias interferentes e impurezas (Liu et al., 2008; Xu et al., 2017). Os
compostos fendlicos que possuem em sua composi¢ado um ou mais anéis benzénicos,
com grupamentos hidroxilas ligadas. Sendo assim, a identificagdo de compostos
fendlicos em espécies vegetais requer métodos analiticos, que possam separar,
detectar e quantificar essas moléculas em matrizes complexas.

As técnicas de identificacdo dos componentes fendlicos em espécies vegetais
podem ser divididas em dois grandes grupos: cromatograficos e espectroscopicos. As

técnicas cromatograficas se baseiam na separacao de acordo com as propriedades
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fisico-quimicas dos compostos podendo ser usado a cromatografica liquida de alta
eficiéncias e cromatografia em camada (CCD). As técnicas espectroscopicas se
baseiam na emissao e adsorcao e a mais usada € a espectrofotometria na regido do
ultravioleta visivel (UV-vis) (Xu et al., 2017).

3.2.1 Espectrofotometria UV-vis

Técnicas analiticas sdo empregadas para avaliagdo dos compostos analiticos,
principalmente para a regiao do UV-vis, o qual desempenha um papel importante nas
técnicas instrumentais. A espectrofotometria UV-vis € uma técnica analitica utilizada
para avaliacdo quantitativa, empregadas para identificacdo de metabdlitos, estudos
de estabilidade de compostos, além de cinética e equilibrio da reagdo. E uma técnica
rapida, de baixo custo quando comparado com outras técnicas, sensivel e com 6tima
precisdo. Devido a multiplicidade de materiais e compostos que podem ser analisados
por espectrofotometria UV-vis, ela pode ser utilizada em véarios campos de atuacgéo,
tais como: pesquisa farmacéutica, em alimentos, para controle de qualidade de
diversos componentes entre outros (Santos et al., 2022; Simioni et al., 2019).

Uma técnica bastante utilizada para a deteccao e quantificagdo de compostos
fendlicos por espectrofotometria (UV-vis) é através do emprego da reagao
colorimétrica devido a sua simplicidade e confiabilidade. Dentre as metodologias
empregadas a oxido-reducao e formacao de compostos sdo as mais usuais (Blainski;
Lopes; De Mello, 2013; Ramos et al., 2017). Para o doseamento de polifendis por
espectrofotometria por UV- vis. Podem ser empregadas algumas metodologias a mais
usualmente utilizada é o Folin-Ciocalteu. A reagcao para determinagao de polifendis
totais dar-se em meio basico, pela adicdo de carbonato de calcio (Na>-CO3) fazendo
com que o composto fendlico percam hidrogénio da fungdo carboxilica e ocorra a
formagcdo do complexo do ion fenolato que ao misturasse com o reagente Folin-
Ciocalteu forma um complexo de coloragao azul com intensidade de cor proporcional
a concentracao de metabdlitos (Cacique et al., 2020; Singleton; Orthofer; Lamuela-
Raventos, 1999). Porém, ndo € um método tao seletivo, pois a presenga de outros
constituintes redutores podem reagir. Contudo é possivel estimar a capacidade
redutora dos compostos soluveis em meio aquoso através desse método (Garmus et
al., 2014; Granato et al., 2016).
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3.2.2 Validacdo de metodologia analitica

As aplicagdes de técnicas analiticas, tem um papel substancial, desde as
etapas de desenvolvimento da droga até a pos comercializagdo, com o intuito de
avaliar a estabilidade fisica e quimica da droga, avaliagdo das moléculas,
quantificacao e identificacdo, entre outros. A pesquisa de metabdlitos ou do composto
principal na qual é possivel avaliar quantitativa e qualitativamente, empregados
principalmente em estudos farmacocinéticos. As metodologias analiticas séo de
fundamental importancia na area da pesquisa farmacéutica e sao bastante utilizadas
em monografias compendiais em que sao aplicados esses métodos analiticos para
doseamento (Siddiqui; Alothman; Rahman, 2017).

Segundo a RDC 166/2017 validagao analitica é a avaliagao sistematica de um
método por meio de ensaios experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias
objetivas de que os requisitos especificos para o seu uso pretendido sdo atendidos, a
RDC aborda os parametros que sao empregados em uma validacdo de método
analitico classificado como: linearidade, seletividade, efeito matriz, precisao, exatidao,
limite de quantificacdo e deteccao e robustez. Tais parametros devem ser aplicados,
de acordo com as caracteristicas do analito e a natureza do método utilizado.

No decorrer da validacdo do método analitico deve ser realizada uma analise
estatistica, com o objetivo de reunir um conjunto de dados e promover um melhor
entendimento do método empregado. Para a interpretacao primaria dos resultados da
validacdo do método analitico séo calculadas: média, desvio padrao e desvio padrao
relativo, analise de regressao, intervalo de confianca e teste F/ teste T, demandando

um conhecimento indispensavel em estatistica.

3.3 PLANEJAMENTO DE MISTURAS E OTIMIZAGAO DE EXPERIMENTOS

No ambito analitico, com o intuito de garantir maior eficiéncia e confiabilidade
dos resultados, faz-se necessario levantar questionamentos e avaliar diferentes
problemas que estardo ligados ao estudo realizado, a fim de obter um procedimento
ou produto com 0 maximo de qualidade. Os parametros analiticos utilizados para obter
as melhores respostas, apresentam diversas variaveis que podem influencia-las
(Bezerra et al., 2008; Neto; Scarminio; Bruns, 2010).
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Um método estatistico que utilizar modelos matematicos, com o intuito de
otimizar as condi¢cdes experimentais € o designer de experimentos (DoE). Durante a
execucao do DoE é necessario definir as variaveis das respostas, os niveis dos fatores
utilizados, o tipo e o processamentos da analise (Jovanovi¢ et al., 2021; N. Politis et
al., 2017). Essas técnicas estatisticas sao instrumentos que possibilita a avaliagao e
o tratamento dos dados e proporciona a previsao das respostas através dos modelos
matematicos gerados (Neto; Scarminio; Bruns, 2010).

O planejamento fatorial e o planejamento de misturas sao as ferramentas
estatisticas mais utilizadas para a otimizacdo de processos e experimentos € no

desenvolvimento de formulagdes.

3.3.1 Planejamento de Misturas

Sao consideradas ferramentas estatisticas que possibilita o estudo do efeito de
diferentes propor¢des dos componentes de uma mistura sobre uma ou mais respostas
de interesse. E uma técnica utilizada para potencializar a extracdo dos componentes
de um produto. O planejamento de misturas consiste em correlacionar as variaveis
independentes (proporcao ou percentagem dos componentes de uma mistura) com
as variaveis dependentes que sido as respostas medidas (Montgomery, 2017; Neto;
Scarminio; Bruns, 2010). Com isso, o planejamento de misturas visa avaliar os efeitos
de cada componente, através dos aspectos definidos pelo analista.

Ainda dentro do planejamento de misturas podemos destacar o planejamento
simplex, que consiste em uma técnica que utiliza um poligono regular como regiao
experimental, em que cada vértice representa um componente puro e os pontos
internos representa as misturas dos componentes. Nesses estudos € comum o estudo
de misturas binarias e ternarias, nas quais sao aplicados os modelos para explicar as
ocorréncias dos fendmenos (Montgomery, 2017).

Através desse estudo é possivel averiguar um possivel sinergismo, quando
ocorre um aumento da resposta em associacao aos efeitos individuais dos fatores, ou
analogismo entre os solventes utilizados, por meio da observacao dos seus efeitos
(Dos Santos et al., 2020). Linear, quadratica, cubica ou cubica especial, sdo as formas
que podem ser delineados os modelos do planejamento de misturas. O experimento
de mistura ternario, que sera utilizado nesse estudo devera ser analisado pelo modelo

cubico especial, pois exibem os melhores componentes significativos, sua
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representacado pode ser vista na Figura 2 (Chendynski et al., 2020; Montgomery,
2017).

Figura 2 - Planejamento de mistura simplex centroide usado para A. hispidum.
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Fonte: A autora (2024).

Apds a aquisicdo das respostas estas serdo avaliadas através da analise do
grafico de contorno, também denominado grafico de Pareto e pela analise de variancia
(Anova) que irdo auxiliar na determinacao das melhores respostas (Eriksson et al.,
1998). Sabe-se que para a extracdo dos metabdlitos secundario presente nas
espécies vegetais, podem ser utilizados diferentes solventes, para isso sera utilizado
o planejamento de mistura, a fim de determinar qual solvente ou mistura de solvente

€ ideal para a extragao dos metabolitos das partes aéreas de A. hispidum.

3.3.2 Planejamento Fatorial

O planejamento de operagdes, processos, recursos, condi¢cdes e objetivos tem
um papel fundamental no desenvolvimento de um produto. e a utilizagdo de algumas
ferramentas tecnoldgicas, estdo sendo inseridas em processos industriais como o
intuito de aperfeigoar o produto acabado. A utilizagdo de planejamentos experimentais
tem se tornado uma estratégia muito importante nos processos produtivos, ndo sé na
melhora do processo mais com o intuito de verificar falhas na producgéao e ajustes do
processo, que impactara diretamente no produto acabado (Bezerra et al., 2008;

Montgomery, 2017; Neto; Scarminio; Bruns, 2010)
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Além de planejamento fatorial ser uma ferramenta de baixo custo e tempo de
analise e quantidade de resultados obtidos. Seu emprego vai do mais simples 2k (K
fatores em dois niveis) ou mais complexo 3k (fatores em trés niveis), podendo ter ainda
um ponto central (Gallo et al., 2011; Gallo; Ramirez-Rigo; Pifa; Bucala; et al., 2015;
Yang; Li, 2018).

Como avaliagédo desse tipo de experimento também analisados através de
graficos de contorno ou Pareto e superficie de respostas, além das analises de
variancia (ANOVA). Através das superficies de respostas € possivel visualizar as
respostas que obtiveram maior influéncia dobre as respostas analisadas (Gallo et al.,
2011; Hibbert, 2012).

3.3.3 Secagem por aspersao

Com um crescente interesse na industria de alimentos e farmacéutica, a
secagem por aspersao tem se tornado um alvo de interesse. Essa metodologia além
de ser uma técnica de baixo custo e bastante eficiente, ela ainda obtém um produto
seco de boa qualidade e estabilidade, que sao fatores essenciais na escolha de um
bom material. A secagem por aspersao é bastante utilizada no desenvolvimento de
fitoterapicos, para a encapsulacdo dos componentes presentes nos extratos,
aprimorando as suas propriedades e/ou até preservando os seus componentes. Esses
produtos secos resultantes, servira para as diversas aplicagcdes farmacéuticas, pois
esses poderao ser usados no desenvolvimento de formulagdes solidas, semissélidas
ou liquidas (Cortés-Rojas et al., 2015; Couto et al., 2012; Ferro et al., 2020; Jovanovi¢
et al., 2021).

Uma técnica frequentemente utilizada, que permite a conservagao de extratos
liquidos em po6 € a secagem por aspersao, atomizacao ou spray dryer. Ela é realizada
através de trés etapas: inicialmente ocorre a formagao de goticulas, o que leva a uma
maior area superficial de contato. Em seguida, uma corrente de ar quente seca
rapidamente o solvente presente nas goticulas e por fim, a formagao das particulas
de tamanhos definidos (Klein et al., 2015; Vidovi¢ et al., 2014; Zanoni et al., 2020).

Esse processo é recomendado para substancias sensiveis a temperatura, pois
devido a rapida velocidade de evaporagado, esses processos mantem as goticulas
abaixo da temperatura de aquecimento, preservando os compostos (O'sullivan et al.,

2019; Shishir; Chen; Technology, 2017). O spray dryer € composto por uma torre de
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secagem, onde o extrato sera aspergido através de um bico atomizador para a
formacao das goticulas dentro da camara de secagem, o po seco passara por um
ciclone e recolhido em um coletor conforme mostrado na Figura 3 (Ostroschi et al.,
2018; Romano et al., 2020).

Figura 3 - Esquema representativo do processo de secagem por aspersao.
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Fonte: A autora (2024).

Os produtos secos poderao ser influenciados por diversos fatores, tais como:
temperatura de entrada, velocidade de correte de ar, tamanho das goticulas e fluxo
de alimentacdo. Contudo, a secagem por aspersao, possui diversas vantagens,
permitindo maior estabilidade quimica, microbiolégica, além da reducdo do tamanho
e uniformidade da particula. Promovendo uma rapida secagem e em muitos casos um

bom rendimento.

3.3.4 Adjuvantes farmacéuticos na preparacao de extratos secos

Com o intuito de melhorar as propriedades fisicas dos extratos secos obtidos
durante a secagem, sdo adicionados adjuvantes de secagem, sendo assim, é
importante a utilizacdo desses adjuvantes como forma de agregar valor ao produto e
evitar caracteristicas indesejaveis, tais como elevada higroscopicidade ou que
apresente um fluxo pobre (Klein et al., 2015; Reis et al., 2017).

Diversos adjuvantes podem ser utilizados com o intuito de melhorar as

caracteristicas do produto e se adequar aos parametros estabelecidos, como
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exemplos de adjuvante de secagem temos: maltodextrinas, didxido de silicio coloidal
(Aerosil), gelatina, celulose, lactose, entre outros. A escolha para cada um dos
adjuvantes ou a misturas desses, vai depender da finalidade do produto que se deseja
obter (Jovanovi¢ et al., 2021; Sansone et al., 2014).

O Diéxido de Silicio coloidal (DSC), também conhecido como aerosil € uma
substancia largamente empregada no setor farmacéutico e cosméticos. Ele atua
principalmente no melhoramento do fluxo do p6 durante a compressédo ou

preenchimento das capsulas. Ele é aprovado pela agéncia regulatéria como food and
drug administration (FDA) como componente inativo, ou até como aditivos em
alimentos (EI-Gizawy et al., 2015; Rowe; Sheskey; Quinn, 2009). Como excipiente o
aerosil apresenta algumas fungdes, agente de viscosidade ou estabilizante térmico,
tornando esse um adjuvante de secagem multifuncional. Um ponto importante € que
ao adicionar esse adjuvante no processo de secagem ele torna o componente menos
higroscoépico (Oliveira; Petrovick, 2010b). Devido a todas essas caracteristicas o
diéxido de silicio coloidal (DSC) € um dos adjuvantes comumente empregados na
secagem de extratos vegetais, tendo um papel importante na estabilizacdo e
diminuicdo da sua higroscopicidade (Cortés-Rojas et al., 2015; Majerova et al., 2016).
Outro adjuvante de secagem que é a celulose microcristalina (CMC) que s&o
polissacarideos oriundos de diversas plantas, considerado um dos componentes mais
numerosos (Yang; Li, 2018). No setor farmacéutico ela possui grandes aplicagdes,
devido as suas propriedades diversas. Dentre as suas caracteristicas podemos
destacar a biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de bons atributos
reoldgicos, térmicos e mecanicos. E também largamente utilizado na secagem de
extratos vegetais, porém a utilizagdo da celulose microcristalina pode levar ao
aumento da higroscopicidade, levando a suscetibilidade a contaminacédo e
degradacao dos compostos (Nsor-Atindana et al., 2017; Trache et al., 2016; Yang; Li,
2018).
Ainda sobre os adjuvantes de secagem podemos destacar a gelatina pertence
a classe dos polimeros naturais e é constituida de redes continuas, formadas por
hélices parcial. A utilizagao da gelatina, podera influenciar em diversos parametros de
secagem, como a temperatura, para evitar que ocorra o escurecimento pela reagao
de Maillard, pelo tamanho das particulas, pois essas ao utilizarem gelatina em sua

composicao apresenta tamanho de particula maior. Influenciadas também em sua
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viscosidade e na quantidade de sélidos finais, este ultimo esta associado também ao
tamanho das particulas (Oliveira; Petrovick, 2010b).

Porém, uma desvantagem na utilizagdo da gelatina como adjuvante de
secagem € sua elevada higroscopicidade, ou seja, a gelatina tem uma alta capacidade
de absorver grande quantidade de agua. Por isso normalmente ela esta associada a
outro adjuvantes de secagem (De Souza et al., 2000). Quando associadas a outros
adjuvantes de secagem ela melhora ainda mais suas caracteristicas. Vale salientar
que neste trabalho a gelatina n&o foi apenas utilizada como adjuvante de secagem,
com o intuito de obter um produto seco para a secagem por aspersao, mais também
em melhorar as suas caracteristicas no ato da elaboragdo dos hidrogéis, porém
atualmente a gelatina é pouco empregada na elaboragcdo dos hidrogéis

termosenssiveis, mais sempre que utilizada apresenta bons resultados.

3.4 ATIVIDADE BIOLOGICA EM ESPECIES VEGETAIS

3.4.1 Atividade antifungica em espécies vegetais

A utilizacdo de forma banalizada e em larga escala de antifungicos pela
populacdo e o fato de que as infecgdes fungicas tem crescido de forma progressiva,
podendo levar a ter um aumento na taxa de morbimortalidade tem chamado bastante
atencao (Martins et al., 2023). A utilizacao de espécies vegetais, que tem se tornado
uma estratégia para o tratamento de algumas enfermidades, dentre elas, as espécies
fungicas.

Algumas espécies vegetais, possuem compostos bioativos que podem auxiliar
no tratamento dessas doencas, para isso, € necessario a realizagdo de testes para
avaliacao da atividade fungica, que podem ser detectados quando a esses compostos
bioativos, sejam eles extratos ou fragdes enriquecidas, sao colocados em contato com
0 microrganismo a ser estudado e observado a inibicdo do crescimento (Ferreira,
2012).

Uma metodologia bastante utilizada para avaliagdo da atividade fungica é o
ensaio de microdiluicdo, esse € um método que avalia quantitativamente a
concentracgao inibitéria minima (CIM), que detecta a quantidade minima, ou seja,
menor concentracado de uma amostra, que é eficaz para inibir o crescimento de um

microrganismo de forma visivel (Ferreira, 2012). A microdiluicdo é realizada através
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de uma placa de 96 pogos. Com o intuito de solubilizar os componentes da amostra
sdo utilizados alguns solventes, tais como: dimetilsulféxido (DMSO) e tween (Ferreira,
2012; Saidana et al., 2008).

Esses extratos brutos e fragbes enriquecidas normalmente sao testados frente
a algumas espécies fungicas, tais como: Candida albicans e Candida glabrata.
Frequentemente encontrada em isolado de infec¢des C. albicans é a candidiase mais
encontrada no mundo, e é considerada sensivel a drogas existentes no mercado. Ja
C. glabrata ndo é patogénica, porém devido ao uso inadequado de antifungicos e
drogas imunossupressoras, esta tem se tornado um agente infeccioso, encontrado
principalmente em ambiente hospitalares e ela apresenta baixa sensibilidade a alguns
antifungicos existentes (Ferreira, 2012; Li; Redding; Dongari-Bagtzoglou, 2007,
Mcmanus et al., 2008; Ray et al., 2007). Ambas as espécies serdo estudadas frente

0s extratos brutos e fragcdes enriquecidas de A. hispidum.

3.4.2 Toxicidade frente a espécies vegetais

As plantas medicinais, que possuem em sua composi¢ao uma ampla variedade
de compostos quimicos e substancias com possiveis atividades bioldgicas, sao
amplamente utilizadas pela populacdo em geral. A utilizacdo dessas plantas
medicinais tornou-se um recurso barato e de facil acesso para a populagdo, mas,
apesar disso, a utilizagdo inadequada e seu consumo de forma banalizada podem
gerar riscos, principalmente toxicos, a saude da populacao (Tovar; Petzel, 2009).

Os riscos da utilizagao de plantas, ndo estdo associadas apenas a toxicidade
de seus compostos, mas também, pode estar relacionado a presencga de pesticidas
no habitat, ou até mesmo a presencga de fungos que nao foram removidos no ato da
coleta, sendo importante destacar o controle de qualidade do manuseio e
armazenamento dos materiais vegetais. Problemas gastrointestinais, alergias,
problemas respiratérios sdo alguns dos efeitos toxicos que podem ser gerados pela
ma utilizacao das plantas medicinais (Hudson et al., 2018).

A utilizagdo das plantas medicinais seja elas consumidas por um curto ou longo
periodo, deve ser avaliada acerca da sua toxicidade. Através desses estudos €
possivel inferir a quantidade ideal de substancias que podera ser consumida e que
ndo seja toxica. Neste caso avaliado a dose letal e minima (AMZADHOSSAIN 2020,
PORT 2013).
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Os estudos de avaliagao toxicolégicas em espécies vegetais podem envolver
estudos in vivo, com a utilizagdo da experimentagdo animal ou in vitro (NE, KOICK,
YONG 2021, PORTO 2013). Uma metodologia que tem tido uma boa aceitabilidade,
devido ao seu custo e boa sensibilidade é o teste frente a artémias salinas, as
artémias, sao microcrustaceos, encontrado em agua salgada, € utilizado como
alimento para peixes e sao facilmente encontradas em lojas de aquarios (Barros,
2021).

Essas espécies sdo largamente utilizadas em ensaios laboratoriais como um
biomarcador, pois apresentam respostas claras frente a pequenas mudangas. A
letalidade dessas espécies tem sido estudada como forma de avaliar as respostas
biolégicas (Meyer 1982). O ensaio de toxicidade utilizando artémias salinas, é
empregado para avaliar a toxicidade aguda de extratos vegetais, utilizado
principalmente como bioensaio preliminar com o intuito de investigar o potencial

toxicoldgico dessa espécie.

3.5 HIDROGEIS TERMOSSENSIVEIS COMO SISTEMAS DE LIBERAGAO PARA
COMPOSTOS FENOLICOS

3.5.1 Hidrogel

Os hidrogéis sao materiais poliméricos tridimensionais que podem absorver
uma grande quantidade de agua em sua rede polimérica, devido as forcas
intermoleculares (Soares, 2015). Existem hidrogéis que respondem a diferentes
estimulos, como alteracao de temperatura, pH ou luminosidade. Esses hidrogéis tém
sido pesquisados para diversas aplicagbes, como terapia celular, engenharia de
tecidos e liberagcado de farmacos (Xing; Zheng; Duan, 2015). Um exemplo de hidrogel
que responde a estimulo é o termossensivel ou termoresponsivo, que pode ser
formado por homopolimeros hidrofilicos ou copolimeros em blocos. Esses hidrogéis
mudam de estado fisico (Sol-Gel) de acordo com a variacdo de temperatura, o que os
torna relevantes para diversas areas.

Os hidrogéis termossensiveis podem ser originados de polimeros naturais,
como quitosana, gelatina e derivados da celulose, ou de polimeros sintéticos, como
os copolimeros em blocos poli(oxido de etileno)-b-poli(oxido de propileno)-b-poli(oxido

de etileno), PEO-PPO-PEO e os poli -N- isopropilacrilamida (pNipAAm). Uma das
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caracteristicas dos hidrogéis termossensiveis é a capacidade de liberar farmacos de
forma controlada e direcionada, o que permite um sistema de administracao mais

pratico e com menos efeitos colaterais do que pela via sistémica (Fan et al., 2022).

3.5.2 Hidrogeis termossensiveis nasais

A via intranasal é uma forma de liberagcao de farmacos que tem sido estudada.
A mucosa nasal tem uma grande area superficial e uma alta vascularizagao, o que
facilita a absor¢cao de muitas drogas e evita 0 metabolismo de primeira passagem
(Gholizadeh et al., 2019; Pozzoli et al., 2016). Os hidrogéis termossensiveis nasais
sdo uma estratégia vantajosa, pois sao liquidos em temperatura ambiente e se
transformam em gel ao entrar em contato com a temperatura corporal, o que possibilita
a liberacao prolongada e controlada da droga, aumentando a biodisponibilidade do
medicamento (Gholizadeh et al., 2019; lllum, 2003; Nazar et al., 2011). No entanto, a
via intranasal também tem alguns desafios que precisam ser superados para se tornar
um meétodo preferencial para o tratamento de muitas doencas.

A mucosa nasal tem uma barreira natural que impede a entrada de
microrganismos e macromoléculas. Além disso, ha uma remogédo do muco pelos
cilios, que ocorre a cada 30 min. Por isso, os hidrogéis termossensiveis nasais tém
algumas vantagens, devido as suas caracteristicas (lllum, 2002; Nazar et al., 2011).
Eles podem ser produzidos com varios polimeros, naturais ou sintéticos, que tém a
propriedade de termossensibilidade. A estrutura desses polimeros permite carregar
diferentes tipos de moléculas, além de ter propriedades como a mucoadesao, que
favorece a permanéncia dessas moléculas no local de agao (Alami-Milani et al., 2021;
Qi et al., 2021).

Os hidrogéis termossensiveis nasais tém diversas aplicagcdes. A maioria das
formulagdes visa a liberacao de farmacos do nariz para o cérebro, para o tratamento
de doencgas como Parkinson, epilepsia, transtornos psicoticos, Alzheimer, entre outras
(Abdulla et al., 2021; Adnet et al., 2020; Chen et al., 2022; Qi et al., 2021; Tan et al.,
2021). Além disso, os hidrogéis termossensiveis também sdo usados para o
tratamento de doencas do sistema respiratdrio, como rinossinusite e rinite alérgica
(Moradi et al. ; Su et al., 2020). Outras aplicacdes dos hidrogéis termossensiveis sao
a entrega de insulina e a possibilidade de vacinas nasais (Bahmanpour et al., 2021;
Pastor et al., 2020).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

As amostras foram coletadas em Limoeiro (Pernambuco - Brasil), no més de
junho/ 2022. Ap6s a coleta, o material vegetal foi levado para identificagao no Herbario
Dardano de Andrade lima, localizado no Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA)
onde foi depositada uma exsicata sob numero de tombamento de (94086). Por fim,
depois de identificar os materiais vegetais, foram submetidos a secagem em estufo
de circulagao de ar, a temperatura de 45°C durante 72 horas, em seguida, o material
vegetal foi separado em partes aéreas e raizes. Posteriormente esse material foi
pulverizado em uma triturador forrageira (TRF 400 2CV), logo apo6s foi passado

moinho de facas (Willey TE - 680, Tecnal) para uniformizacdo do tamanho.

4.2 ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

Para a realiza¢ao da prospeccgao fitoquimica, cerca de 1g da droga vegetal seca
e moida foi transferida para um baldo de fundo redondo e adicionado 10 mL da
solucao de etanol 70% foi mantida sob refluxo por 15 min a 85°C em seguida resfriada
e filtrada. Do filtrado, aliquotas de 10 microlitro foram aplicados na placa de silica em
gel (Merck®). As cromatoplascas foram desenvolvidas utilizando metodologias
propostas por (Wagner et al., 2011). Os sistemas utilizados e os seus respectivos

padrdes estao descritos no Quadro 3:

Quadro 3 - Sistemas cromatograficos, reveladores e padroes utilizados para obtenc¢ao do peffil
fitoquimico das partes aéreas e raizes da Acanthospermum hispidum.

Metabaolito Fase movel Reveladores Padrao
Flavonoides Rutina/ Quercetina
: Cloreto de
Derivados
o aluminio 5% Ac. Galico
Cinamicos
: Acetato de etila: acido
Taninos Ac. Caféico e
_ S férmico: dgua (90:5:5) | Cloreto férrico ]
hidrolisaveis clorogénico
Taninos Vanilina ]
Catequina

condesados cloridrica
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Cloroférmio: acido

Saponinas acético glacial: metanol: Escina
) Liberman-
agua (64: 32:12: 8)
burchard + A
Terpenos e Tolueno: acetato de etila
_ B-sitosterol
esteroides (90:10)
Cloroférmio: acido
Acucares aceético glacial: 4cido Timol +
Glicose
redutores férmico: agua (100: H2SO4+ A
11:11:26)
Tolueno: éter: 4cido
Cumarinas acético glacial (50: 50: KOH 10% Cumarina

50)

KOH: Hidroxido de Potassio, H2SO4: Acido Sulfurico, A: Aquecimento.
Fonte: A autora (2024).

43 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE PARTES AEREAS E RAIZES DE

Acanthospermum hispidum

Para a caracterizagao fisico-quimica foram empregados os métodos gerais em
farmacognosia presentes na farmacopeia brasileira 6° edi¢do (Brasil, 2019). Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.

4.3.1 Matéria estranha

Para a realizagcao do ensaio foi utilizado a técnica de quarteamento descrito na
farmacopeia 5° edigcdo. Em que cerca de 50 gramas das amostras foram coletadas
tanto das partes aéreas quanto das raizes, em seguida essas amostras foram
espalhadas uniformemente em uma camada delgada sob um papel de filtro. Logo
ap6s as mateérias estranhas encontradas nas amostras foram separadas
manualmente, inicialmente fora realizado a olho nu, posteriormente com o auxilio de
uma lente de aumento (5x). por fim, o material vegetal coletado foi pesado e com base
no peso da amostra submetida ao ensaio foi calculada a percentagem de matéria

estranha em porcentagem de massa.
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4.3.2 Perda por dessecacao

Em um pesa-filtro previamente limpo e dessecados, foram pesadas cerca de
1g de amostra, sem seguida, foram submetidos a aquecimento de 105°c em estudo
por 5 horas. Os pesa-filtros foram resfriados a temperatura ambiente em dessecador
e pesados. Logo apos eles sdo recolocados na estufa por mais 1 hora, resfriando e
pesando. Esse procedimento deve ser repetido, até peso constate. Em seguida, a

percentagem da perda por dessecacao foi calculada segundo a equagao abaixo:

Pu — Ps

PD=——
5% 100

Em que: PD = perda por dessecacao; Pa = peso da amostra; Pu = peso do pesa filtro

com a amostra; Ps = peso do pesa filtro apés amostra seca.

4.3.3 Cinzas totais

Para analise de determinacao de cinzas totais das partes aéreas e raizes de A.
hispidum, foram pesados cerca de 3 g da amostra em um cadinho de porcelana
previamente dessecado, em seguida, foram levados a mufla (Lucadema®) e
submetidos a um gradiente de temperatura: 200°C + 25°C durante 30 minutos,
posteriormente 400°C £ 25°C durante 60 minutos e pér fim a 600°C = 25°C durante
90 minutos. Apds este processo, os cadinhos foram retirados da mufla e resfriados
em dessecadores a temperatura ambiente, em seguida foram pesados e colocados
de volta ao aquecimento de 600°C £ 25°C até peso constante. A analise foi realizada

em triplicada e calculado o teor de cinzas totais segundo a equacgao:

C2-C1

(T = ——
Ca x 100

Onde: CT: cinzas totais; C2: peso do cadinho ap6s incineracdo; C1: peso do cadinho vazio; Ca: peso

da amostra.
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4.3.4 Determinacao de cinzas insolaveis em acido

A determinacdo de cinzas insoluveis em &cido cloridrico é realizada com o
intuito de detectar silica e constituintes silicosos, para indicar se as quantidades
encontradas para a droga vegetal estdo acima do determinado, podendo estar
contaminado por excesso de terra ou areia. Devido as raizes de A. hispidum estarem
em maior contato com o solo, foi necessario realizar o teste de cinzas insoluveis em
acido.

Através das cinzas obtidas segundo o método de cinzas totais, este deve ser
aquecido até ebulicdo, com 25 mL de acido cloridrico 2 M durante cinco minutos em
um cadinho coberto por um vidro de reldégio. Em seguida, lavar o vidro de relégio com
5 mL de agua quente, juntando a agua de lavagem ao cadinho. Posteriormente deve
ser recolhido o material insoluvel em acido em um papel de filtro com teor de cinzas
conhecidas, lavado com agua quente até que o filtrado se mostre neutro.
Posteriormente o papel de filtro sera transferido contendo o residuo para o cadinho
original, secar sobre chapa e incinerar a cerca de 500°C até peso constante. Calcular

a porcentagem de cinzas insoluveis em acido em relagdo a droga seca.

4.3.5 Determinacdo granulométrica

Para a realizacdo do experimento foram utilizados tamises de abertura: 850,
600, 500, 250, 150, 125 ym e a base. Os tamises foram empilhados de forma
crescente e colocado no aparelho de agitagdo mecéanica (Bertel®). Cerca de 25 g da
amostra de A. hispidum, foram pesados (Partes Aéreas/ Raizes). Em seguida, foi
transferido a amostra para o tamis superior, distribuindo o material uniformemente.
Apds tampar o conjunto, o aparelho foi acionado, por cerca de 15 minutos, com
vibragdo adequada. Apos o término deste tempo, utilizando um pincel adequado. Ao
término, pesou-se cada tamis e seguida calculado o didametro médio das partes aéreas
e raizes de A. hispidum.

4.3.6 Determinacao de substancias extraiveis (Teor de extrativos)

Foram transferidos 2 g de droga da droga vegetal para um baldo de fundo

redondo de 250 ml e adicionado 100 mL de agua destilada, deixar sobre refluxo por
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1h. Em seguida, resfriar em temperatura ambiente e filtrar em papel de filtro.
Posteriormente, 25 mL do filtrado foram adicionados em um pesa filtro previamente
dessecado por 30 min a 105°C. O pesa filtro foi colocado para secar previamente a
amostra no banho Maria. Apds todo o extrato seco, o pesa-filtro foi colocado na estufa.
A amostra foi submetida a secagem em estufa a 1052C durante 6 horas e esfriada em
dessecador por 30 min. Os resultados foram expressos em percentagem de materiais

extraidos em mg/ g de droga vegetal seca.

44 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO POR
ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS DAS PARTES AEREAS E RAIZES DE A.
hispidum

4.4.2 Avaliacdo do método para a quantificacao de polifendis totais

Preparacio da solucio extrativa

Para as anadlises por espectrofotometria por UV-vis as solugbes extrativas
foram preparadas através da extracdo sob refluxo. Foi adicionada 0,5 g do material
vegetal e como solvente uma solugao hidroalcoolica de etanol (60%, v/v). o material
vegetal foi adicionado a um baldo de fundo redondo de 250 mL, adicionado 15 mL de
solvente e levado ao banho maria por 30 minutos sob a temperatura de 85 °C. o
extrato foi resfriado a temperatura ambiente e filtrado em algoddo para um baldo
volumétrico de 50 mL. O algodao contendo os residuos foi transferido novamente para
o baldo de fundo redondo, adicionado mais 15 mL de solvente e levado novamente
ao banho maria, por mais 15 minutos e 0 mesmo processo repetido por mais uma vez.
Em seguida, o volume do bal&o foi ajustado com o solvente extrator, obtendo assim a

solugao estoque.

Determinacao da concentracdo do solvente

Foram utilizadas trés proporcoes 20% (v/v), 40% (v/v) e 60% (v/v) de etanol,
com o intuito de avaliar a influéncia sobre o método sobre o teor de polifendis nas
partes aéreas e nas raizes de A. hispidum. A quantidade 0,5 g foram escolhidas para

determinar o teor de flavonoides. O solvente utilizado para a realizagdo da anélise foi
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o etanol, por ser um solvente comum e de menor toxicidade. Posteriormente, foi

avaliado a influéncia do teor de polifendis totais em relagédo a proporgao do solvente.

Determinacao da quantidade de droga e comprimento de onda

Foram avaliadas quatro quantidades de droga, 0,25, 0,5, 0,75 e 1,0 g, a fim de
avaliar sua influéncia sobre o0 método e sobre o teor de flavonoides. A proporcao de
etanol utilizada foi de 60 % pois apresentou os melhores resultados tanto nas partes
aéreas quanto nas raizes de A. hispidum. Apds os resultados foram avaliados a
influéncia na quantidade de droga utilizada em relacdo ao teor de polifendis totais. Na
determinagao do comprimento de onda sera determinado o valor da absorbéancia mais
adequando para o método, as amostras foram submetidas a varredura de 200 - 900

nm em espectrofotdmetro, apds 30 minutos da solugcao de carbonato de sédio a 10%.

Determinacao da aliquota do folin-ciocalteu

Apo6s determinar a aliquota da amostra, obtida nas condi¢des ideais de droga/
solvente, foram testadas diferentes aliquotas de folin 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mL,
mantendo o tempo de reacdo em 30 minutos e procedendo com a varredura por

espectrofotometro.

Determinacao da cinética reacional

Esta analise foi realizada com o intuito de avaliar o efeito do tempo de reacao
e da concentracao de carbonato de sédio sobre a resposta ao método aplicado. A
partir da solugdo extrativa obtida no item 4.3.4.1.1, foram realizadas diluicbes pré-
determinadas, empregando diferentes concentragées de carbonato: 5; 7.5 e 10%
(m/v), seguido de leitura nos intervalos especificos de 0, 5,10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55 e 60 minutos apds adi¢ao do carbonato de sodio.

O desenvolvimento do método foi validado de acordo com as condi¢oes
espectrofotométricas durante o estudo. Os parametros de validagdo aqui empregados
seguiram o guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos, disponivel na
RDC 166 (Brasil, 2017). O padrao utilizado para a realizacdo dos ensaios foi o

pirogalol (98%, sigma).
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Preparo da solucdo para analise por UV-vis

Uma aliquota de 1 mL foi adicionada ao baldo volumétrico de 10 mL e
adicionado 1mL de Folin Ciocalteu e 10 mL de agua destilada. O volume do balao foi
aferido com carbonato de sédio a 7,5% (m/v). Apés 30 min de complexagédo na
auséncia de luz, em seguida foi realizada a leitura em espectrofotdbmetro uma
varredura (400 - 900 nm). A solucdo de compensacao utilizada como branco, foi agua

destilada.

4.4.3 Validacéo

4.4.3.1 Linearidade da amostra e do padréao

Pesou-se 25,0 mg de pirogalol (98%, sigma) e transferir para baldao volumétrico
de 50 mL, completando o volume com agua destilada. Transferir volumetricamente 5
mL desta solu¢do para baldo volumétrico de 50 mL e completar o volume com agua
destilada. Transferir as aliquotas da solucao estoque (descritas na tabela 1), 1,0 mL
do reagente fosfomolibdotungstico (Folin Ciocalteu) e 4,0 mL de agua destilada para
baldo volumétrico de 10 mL e completar o volume com solug¢ao de carbonato de sédio
anidro a 29% (p/v). Ap6s 30 minutos, no escuro, medir a absorbancia em 780 nm,
usando agua como solucdo de compensacao. Ao final as curvas de concentracao
versus absorbancia foram plotadas e analisadas por regressao linear. Os resultados
foram tratados estatisticamente com auxilio do Microsoft Excel (2022).

Para analise da linearidade, foi empregado o calculo de regressao linear pelo
método de minimo quadrado, com base na curva de calibragdo em que foi utilizado
cinco concentragdes da amostra partes aéreas (2, 3, 4, 5 e 6 mg/ml), raizes (0,2; 0,4;
0,6; 0,8 e 1,0 mg/ml) e do padrao (0,013; 0,025; 0,038; 0,050 e 0,063 mg/ml). Os
resultados obtidos possibilitaram estabelecer o coeficiente de determinagéao, tornando
R2 > 0,99 com valor minimo aceitavel, o desvio padrao relativo (DPR%) e a equagao

da reta.
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4.4.3.2 Limite de deteccgdo e limite de quantificagao

A partir dos dados de regressao das curvas analiticas médias do padrao foram
obtidos os limites de deteccdo e quantificacdo. As equacdes abaixo foram utilizadas

para calcular os parametros:

S S
LD=33(;)LQ=10(})

Onde: S: desvio padrao do interceptor com o eixo X e I: inclinacdo da curva.

4.4.3.3 Efeito matriz

O efeito matriz foi obtido a partir da curva de calibragdo dos ensaios de
linearidade dos padrdes. Foram utilizadas as cinco concentragdes dos padrdoes nos
ensaios de linearidade e contaminados com uma aliquota fixa de 0,4 mL para as
partes aéreas e 0,6 para as raizes da amostra (solugao extrativa) de A. hispidum para
as concentragdes do padrao pirogalol. A partir destas solugdes, foram obtidas novas
curvas de calibragcdo e o resultado foi estabelecido pelo paralelismo entre as curvas

de calibragcao do ensaio da linearidade do padrao, e avaliagao do coeficiente angular.
4.4.3.4 Precisao

O meétodo de precisao intracorrida foi avaliado pela analise de repetibilidade. A
repetibilidade foi estabelecida em um unico dia, por um unico analista, o qual realizou
a leitura de 6 amostras da solugéo extrativa a 100%, apds adi¢do do carbonato e 30
minutos de complexacgao. Os resultados foram expressos em % de pirogalol. Para a
analise intercorrida foi realizada a leitura das amostras, definida em dois dias

consecutivos por dois analistas diferentes.
4.4.3.5 Exatidao

Os ensaios de exatidao foram avaliados em quantidades conhecidas do padrao

pirogalol (1,3; 3,8 e 6,8 mg/mL) foram adicionados de forma crescente nas solugdes
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das amostras de concentracao de 100%. Apds a leitura foi possivel calcular o valor da
recuperacao expressos em porcentagem. Sabendo-se que para o método ser
considerado exato, ele precisa apresentar um percentual de recuperagao entre 85 a
115%.

4.4.3.6 Robustez

A avaliagdo da robustez do método foi verificada através de alteragcdes
intencionais nos procedimentos experimentais: sendo elas: variagdes de luminosidade
(presenca ou auséncia de luz), estabilidade da solucao extrativa (apds 48 horas da
sua preparacdo) e diferentes espectrofotometros (Micronal® e Themo Scientific®). Os

resultados foram avaliados quanto a média, desvio padrao e desvio padrao relativo.

4.4.4 Aplicacdo de metodologia simplex centroide para obtencédo dos extratos

4.4.4.1 Obtencao da solugio extrativa

Para o preparo das solugdes extrativas utilizou-se a metodologia de turbo-
extragdo, com liquidificador de alta rotagcdo (Fisatom®). Para isso, foi utilizada uma
proporcao de droga :solvente de 5%(p/v). esse processo de extracao ja € descrito pelo
grupo de pesquisa (Ramos et al., 2017). Apos o preparo das solucdes extrativas todas
as amostras foram filtradas a vacuo e armazenadas em fraco ambar e sob refrigeracao
para posteriormente caracteriza-las.

Para avaliar o sistema de solvente pela metodologia simplex centroide para o
planejamento de misturas por trés membros. Foram utilizados trés liquidos extratores:
agua, etanol e metanol, em suas formas pura, como também em suas formas binarias
e terciarias. Todos os experimentos com a descrigdo detalhadas de cada solvente ou
proporcao destes estdo descritos na Tabela 1. Ao total foram realizados 7
experimentos, ou seja, sete solugdes extrativas, como diferentes sistemas de mistura,
0s quais foram avaliadas as variaveis de respostas (residuo seco, teor de flavonoides
totais, teor de polifendis totais e eficiéncia de extragao) para a construgdo do modelo

matematico.
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Tabela 1- Proporcéo de solvente utilizado para cada experimento.

Experimento Solvente H20 MeOH EtOH
1 Agua 1 0 0
2 Metanol 0 1 0
3 Etanol 0 0 1
4 Agua: Metanol 0,5 0,5 0
5 Agua: Etanol 0,5 0 0,5
6 Metanol: Etanol 0 0,5 0,5
7 Agua: Metanol: Etanol 0,33 0,33 0,33

Fonte: A autora (2024).

4.4.4.2 Caracterizagao da solugao extrativa

Residuo seco

A determinacdao do residuo seco foi realizada através da balanca de
infravermelho (Serie ID — V. 18 Marte), na qual uma aliquota de 3 ml da solugao
extrativa, foram expostas a uma temperatura de 130°C com variagbes de + 2°C por
30 segundos. Todos as analises foram realizaram em triplicata e os seus resultados

expressos em percentual pela média e desvio padrao.

Teor de flavonoides totais

Para analise do teor de flavonoides totais partindo da solugdo extrativas (SE)
foi tomada uma aliquota de 1 mL e transferida para um baldo volumétrico de 10 mL.
Em seguida foi adicionado uma aliquota de 1 mL do agente complexante cloreto de
aluminio (AICI3 2,5% p/v) e o volume aferido com as diferentes solugoes
hidroalcoolicas referente a extragcdo utilizada. Apos 20min de complexacao foi
realizado a leitura em espectrofotometro (Evolution 60S, Termo Scientific®), no
comprimento de onda de 395nm. O teor de flavonoides totais foi calculado de acordo
com a equacao abaixo, em g% de rutina. A solugao compensadora foi realizada

conforme anteriormente sem adi¢cao da solugdo compensadora.
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Teor de polifendis totais

Para a realizagao do teor de polifendis totais 150 pl das partes aéreas e 300l
das raizes foram retiradas da solucdo extrativa e transferida para um baldo
volumétrico de 10 mL, adicionados 5mL de agua e 1,0 mL do reagente Folin-Ciocalteu
e seu volume aferido com uma solugdo de carbonato de sodio (Na>-COgz) na
concentracao de (5% p/v). Apos 30 minutos de complexacao foi realizado a leitura em
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 780nm. Para a solugao
compensadora, foi utilizada dgua destilada. O teor de polifendis totais foi calculado de

acordo com a equacao abaixo em g% de pirogalol.

Avaliacdo da eficiéncia de extracao (EE)

A eficiéncia de extracdo foi expressa pela razao entre os teores de solidos
(residuo seco) e os teores de sdlidos (residuo seco) e os teores de flavonoides totais

e teor de polifendis totais de acordo com as equagdes abaixo (Cunha et al; 2009):

TFT TPT

EEl= — - —
rs  EE2= g

Onde: EE: Eficiéncia de Extragdo, TFT: Teor de Flavonoides, TPT: Teor de polifendis totais, RS: Residuo seco.

4.4.4.3 Analise por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCD-AE)

Todas as solugdes extrativas foram caracterizadas por CCD-AE, para as
substancias de interesse comumente detectada na espécie. Em uma placa de silica
gel 60-F254 com particulas de 5-6 pm (Merck®), foram usadas para esta anadlise. As
amostras foram aplicadas através de um equipamento semiautomatico (Mod. Linomat
V, Camag®) controlado pelo software Wincats® (Camag®) foram aplicados 30 puL das
amostras em bandas com largura de 8mm e espago entre as bandas de Smm. Os
cromatogramas foram desenvolvidos em cubas de vidro (20cm x 10cm, Camag®),
apos saturacao por 30 min da fase movel 90:5:5 (acetato de etila: acido formico: agua;
viviv). Ao final as placas foram derivatizadas com o reagente cloreto de aluminio e

avaliados sob luz UV em 254nm. A aquisicdo da imagem foi realizada utilizando
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multiDoc-It Imagem System® (model 125, UVP) com camera Canon (Mod. Rebel T3
ESO 1100D, Canon) acoplada e através do software UVP®.

4.4.5 Otimizacao das condi¢bes de secagem

Para elaboragao do experimento das condigbes de secagem foi executado em
Mini Spray dryer (MSD 1.0 Labmaq®). Para obtencao do produto seco por aspersao
foi obtido partindo-se da solugdo extrativa de A. hispidum que foi determinado
anteriormente pelo planejamento de misturas, utilizando o método extrativo de
turboextragdo com 5% da droga vegetal e a propor¢gao de solvente de etanol 50%
(v/v), devido a capacidade do equipamento em secar solvente organicos em menores
proporgdes nao foi necessario a retirada desse para a realizacdo do processo. Para a
secagem foi utilizado como adjuvante o didéxido de silicio coloidal (Aerosil®) na
proporgao de 10%, sua proporgao foi calculada com base no residuo seco da SE-AH.
As condi¢bes avaliadas para esse experimento foram a variagdo da temperatura de

entrada (°C) e ao fluxo de alimentagao (L\h) as quais estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Condicbes de secagem por aspersao de A. hispidum.

Experimento Temperatura de entrada (°C) | Fluxo de alimentacédo (L\h)
1 1101 0,6
2 1101 0,8
3 1101 1,0
4 1301 0,6
5 1301 0,8
6 1301 1,0
7 1501 0,6
8 15041 0,8
9 1501 1,0

Fonte: A autora (2024).

E importante ressaltar que a incorporacdo dos adjuvantes de secagem foi
realizada com 30 min de precedéncia do procedimento de secagem, sob agitacao
constante, a fim de obter um produto com caracteristicas homogéneas. Na Tabela 3

segue as condigdes operacionais de secagem. Apos a secagem o produto seco por
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aspersao (PSA) foi adicionado em frasco para proteger da umidade (Souza, 2004;
Spaniol, 2007).

Tabela 3 - Parametros da operagao de secagem de A. hispidum.

Parametros Valores
Abertura do bico aspersor 1,2 mm
Vazao de ar 1,65 m3/min
Soprador 3,0 I/min
Proporcao de adjuvante 10%

Fonte: A autora (2024).

4.4.5.1 Caracterizacdo do produto seco por aspersao de A. hispidum

Apdés a realizagdo dos experimentos de secagem os PSAs foram
caracterizados quanto ao teor de polifendis por espectrofotometria UV-vis, rendimento

do processo e umidade residual da amostra.

Rendimento do PSA-AH

Com o intuito de avaliar o rendimento bruto das operagcbes de secagem
realizadas, foram determinados como sendo, a massa teorica de solidos totais
presente na suspensao de alimentagcdo e a massa do PSA-AH, obtido ao final do
experimento (Loch-Neckel et al., 2018; Vasconcelos et al., 2005). A massa teorica de
solidos totais foi calculada com base no residuo seco e o volume de extrato submetido

a secagem somado a massa de adjuvante que foi adicionada.

MPSA
Rend(%): x 100

MTST
Onde: Rend (%): rendimento em porcentagem; MPSA: massa do produto seco por aspersao; MTST:
massa tedrica de solidos totais.

Teor de polifendis totais do PSA-AH

A quantificacdo espectrofotométrica de polifendis do PSA-AH foram obtidas

através do método de Folin-Ciocalteu (Brasil, 2010). Para essa analise 25 mg de PSA-
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AH foram pesados e transferidos para um baldo volumétrico de 25 mL e o seu volume
aferido com agua destilada. Em seguida a analise foi realizada conforme o descrito
anteriormente para a solugao, utilizando para o experimento uma aliquota de 0,5 mL.

As analises foram realizadas em triplicata.

Determinacao da umidade

A determinacdo da umidade foi realizada através da balanca de infravermelho
(Serie ID - V. 18 Marte), na qual uma aliquota de 1 g do PSA, foram expostas a uma
temperatura de 130°C com variagcdes de = 2°C por 30 segundos. Todos as analises
foram realizaram em triplicata e os seus resultados expressos em percentual pela

média e desvio padréo.

4.4.6 Otimizacdo de adjuvantes de secagem por planejamento fatorial

Para avaliacdo da performance do adjuvante de secagem adicionados a
solugao extrativa da A. hispidum, que foi previamente padronizado, foram combinados
os seguintes adjuvantes: didxido de silicio coloidal (Aerosil®), celulose monocristalina
(CM) (Microcel®) e gelatina (Sigma - Aldrich®) e mistura desses, na qual foi adicionada
uma proporcao de adjuvantes de 10% em relacdo ao residuo seco da SE-AH (Gallo;
Ramirez-Rigo; Pifia; Bucala, 2015). Para essa analise foi realizada um total de sete

experimentos de secagem descritos no Quadro 4 abaixo:

Quadro 4 - Experimento de secagem da A. hispidum com diferentes adjuvantes.
Experimento Adjuvante de secagem

Dioxido de silicio coloidal (Aerosil)

Celulose monocristalina

Gelatina

Aerosil + Celulose

Aerosil + gelatina

Celulose + gelatina

N O g A W N =

Aerosil + Celulose + gelatina
Fonte: A autora (2024).
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Para a operacédo de secagem que foi realizada em mini spray dryer (MSD 1.0,
Labmaqg®) e sob condigcdes anteriormente determinadas na qual ficou definido a
utilizacao dos seguintes parametros: temperatura de entrada de 110°C, com fluxo de
alimentacdo de 1L/h. Além disso, foi utilizado uma vazao de ar de 1,65 m3/min. E
soprador de 3,0 L/min. E importante salientar que os adjuvantes de secagem foram
adicionados sob agitacao por 30 min de antecedéncia da operagcdo e mantido nessas
condi¢oes durante toda a operacéao.

Posteriormente a realizagdo dos experimentos de secagem utilizando
diferentes adjuvantes, foram avaliadas as suas condi¢des, mediante a analise de teor
de polifendis ja descrita, além disso foram avaliados a umidade residual e o
rendimento do PSA-AH, também ja descritos anteriormente. As respostas obtidas
dessa analise foram avaliadas através da andlise estatistica realizada no programa
STATISTIC® 8.0 e Software Excel®.

4.4.7 Fracionamento e andlise fitoquimica dos extratos

Apds a obtencdo e caracterizagdo dos extratos brutos, foram realizados os
fracionamentos das partes aéreas e raizes de A. hispidum, com o intuito de aumentar
a concentracdo de substancia de interesse. Seca de 2 g de extrato bruto foram
reconstituidos em 20 mL de agua destilada. Em seguida a solugdo aquosa foi
particionada com 20 mL de hexano. A operacgao foi repetida até a saturagdo, o que
totalizou um total de 8 lavagens para as partes aéreas e 4 vezes para as raizes. Em
seguida, a mesma fracdo aquosa foi particionada com 20 mL de acetato de etila,
também até saturacao do solvente, esta etapa teve um total de 10 lavagens para as
partes aéreas e 6 lavagens para as raizes. As fragdes orgéanicas foram reunidas e
concentrada através de um evaporador rotativo (Fisatom®) para a eliminagdo do
solvente, em seguida congelados e entao liofilizados (Mod L101 Liotop). Ao final do
procedimento foi possivel obter as seguintes fragées: Fragdo Hexano (FHPA; FHR),
fracdo Acetato de Etila (FactPA; FactR), fracdo aquosa residual (FagPA; FagR).

O extrato bruto (EB), fracdo hexano (FH), fracdo acetato de etila (FAE)e fragéo
aquosa residual, tanto das partes aéreas quanto das raizes foram caracterizadas por
CCD-AE, para as substancias de interesse comumente detectada na espécie. Em
uma placa de silica gel 60-F254 com particulas de 5-6 pm (Merck®), foram usadas para

esta analise. As amostras foram aplicadas através de um equipamento
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semiautomatico (Mod. Linomat V, Camag®) controlado pelo software Wincats®
(Camag®) foram aplicados 30 pL das amostras em bandas com largura de 8mm e
espaco entre as bandas de Smm. Os cromatogramas foram desenvolvidos em cubas
de vidro (20cm x 10cm, Camag®), apds saturagao por 30 min da fase moével 90:5:5
(acetato de etila: acido férmico: agua; v/v/v). Ao final as placas foram derivatizadas
com NEU a 1% em metanol seguido de PEG a 5% em etanol e avaliados sob luz UV
em 254nm. A aquisicdo da imagem foi realizada utilizando multiDoc-It Imagem
System® (model 125, UVP) com camera Canon (Mod. Rebel T3 ESO 1100D, Canon)

acoplada e através do software UVP®.

4.4.8 Atividade antifingica

Para avaliacao da atividade antifUngica dos extratos brutos e fracbes de A.
hispidum foram utilizadas duas cepas de Americam Type Culture Collection (ATCC)
de leveduras, Candida glabrata (9001) e Candida auris (CDCB11903). Os extratos e
fragbes foram preparados utilizando uma solugdo de concentracdo 2mg/mL
adicionando 10% de dimetilsulféxido (DMSQO) em &gua ultrapura (PureLab®) para
solubilizar as amostras. Em seguida, filtrado em membrana (Milipore®) estéreo com
porosidade de 0,22um.

Para todos os testes de atividade antifungica as cepas de leveduras
manipularam sob condicOoes estéreis e cultivada em Agar Sabouraud (Sigma®),
incubado em estufa em 48 h a 37 °C. As suspensodes fungicas foram calibradas em
solugdes salinas de 0,9% (v/v) ajustando-se tubidimetricamente a 0,5 na escala de
McFarlan em espectrofotdémetro (AJX — 1900 Micronal ®) a 530 nm.

Apéds a calibragdo do inoculo foram realizadas duas diluicbes: em solugéo
salina 0,9% (1:50) e (1:20) em meio de cultura, com a finalidade de obter uma
concentracgao final de 103 UFC/mL. Em uma microplaca de 96 pogos, 100 uL do meio
preparado foram adicionados em todos os pogos. Nas colunas 1 e 2 foram colocados
100 pl (EB/Fact/FH) do A. hispidum. Diluicées seriadas foram realizadas nos pogos
seguintes descartando 100 pl do pogo da coluna 10. Ao final foi possivel obter
concentragdes de 1000 a 1,95 pg/mL. Em seguida, foi adicionado 100 pL do inoculo
nos poc¢os da coluna 1 a 11 configurando como controle positivo a coluna 11 sem a

amostra e o controle negativo foi inserido na ultima coluna com 200 pL do meio de
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cultura (Figura 4). As placas foram incubadas a uma temperatura de 30 a 37 °C por

48 h e posteriormente observada quanto a presenga ou auséncia do crescimento.

Figura 4 - Representacao do ensaio de determinacao da CIM dos extratos brutos/fragdes de A.
hispidum.

Diluicdes seriadas (1000 — 1,95ug/ mL)

|
|

EB/Fact/FH (2000ug/mL em DMSO a 10%)

Inéculo em caldo (10° UFC/ mL por pogo

Fonte: A autora (2024).

A CIM foi avaliada pela menor concentracao que os extratos brutos e fragdes
conseguiram inibir o crescimento dos fungicos, comparado com o controle positivo.
Para avaliar a CFM, utilizou-se uma aliquota de 5 pL de cada pogo do teste da CIM
onde foram transferidos para uma placa de Petri contendo Agar Sabouraud e incubado
por 48 horas a 37 °C. A CFM foi avaliada na menor concentragdo dos extratos brutos
e fragcbes de A. hispidum que foi capaz de impedir o crescimento dos fungos

visivelmente (Ferreira et al., 2013).

4.4.9 Ensaio de toxicidade frente a nauplios de Artemia salina

A avaliacdo da toxicidade de espécies vegetais, principalmente aquelas que
serao incorporadas em formulagdes torna-se algo crucial, sendo assim, uma baixa
toxicidade pode ser observada como um atributo promissor, para a utilizacdo desses
extratos proveniente da espécie em questao estudada. Os ensaios frente aos nauplios
de Artemia salina, mostrou-se ser um método simples de facil manuseio e rapido, além
de apresentar baixo custo o que favorece a sua utilizagdo como uma analise preliminar

de toxicidade de forma geral (De et al., 2005; Nascimento et al., 2009).
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Para essas analises foi usada a metodologia de (Meyer et al., 1982) com
modificagdes. Pesou-se 0,5 g de ovos de nauplios (cistos de Artemia salina) foram
colocados para incubar na agua do mar (pH 8-9) apds filtrada. O sistema foi deixado
sob luz artificial (100W) por 48 h para a eclosao dos ovos, em temperatura ambiente.
Para o preparo das solu¢des a serem testadas foi necessario pesar 200 mg do extrato
e posteriormente foi adicionado 200 uL de DMSO, formando as solugdes estoques de
concentragdes: 1000, 750, 500, 250, 100, 50 e 25 mg/mL. O procedimento foi
realizado para os extratos brutos de A. hispidum. além do extrato foi realizado um
controle positivo com dicromato de potassio K>Cr.O7 e o teste do controle negativo foi
utilizado agua do mar e DMSO a 10%. Aos tubos de ensaio foram adicionados 9 mL
de agua do mar e com o auxilio de uma pipeta de Pasteur 10 nauplios de Artemia
salina. Em seguida adicionou-se 10 pL das solugdes preparadas anteriormente
ficando com as seguintes concentragdes finais: 1000, 750, 500, 250, 100, 75, 50 e 25
Hg/mL. Os tubos foram deixados em repouso por 24h, apos esse periodo os nauplios
foram contados novamente, com o intuito de estimar a concentracdo letal média

(CL50) e percentual de mortalidade.

4.4.10 Obtencéo dos hidrogéis termossensiveis nasais

4.4.10.1 Formulagdo 1 (Pluronic F127)

Em um recipiente com capacidade de 50mL foi adicionado 0,02g de extrato
bruto e dissolvido em 19 mL de agua destilada previamente resfriada, em seguida
adicionou-se 0,1g do conservante (sprectrastat) e homogeneizou-se. A essa solugcao
foi adicionado 3,6 g de Pluronic F127 e homogeneizar novamente até obter uma
solucao limpida. Ao final do processo essa foi armazenada em frasco de vidro, sobre

refrigeracédo, apos 24h procedeu-se com suas analises.

4.4.10.2 Formulagéo 2 (Pluronic F127+ carbopol)

Em um recipiente com capacidade de 50 mL foi adicionado 0,02 g de extrato
bruto e dissolvido em 19 mL de agua destilada previamente resfriada, em seguida
adicionou-se 0,1 g do conservante (sprectrastat) e homogeneizou-se. A essa solugao

foi adicionado 3,6 g de Pluronic F127 e homogeneizar novamente até obter uma
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solugdo limpida. Em um outro recipiente, foi pesado 0,02 gramas de carbopol 940 e
este dissolvido em 1mL de solugédo de hidréxido de sddio (5% p/v). em seguidas
ambas as solucoes foram misturadas, até sua completa homogeneizacao. Ao final do
processo essa foi armazenada em frasco de vidro, sobre refrigeracdo, apds 24h

procedeu-se com suas analises.

4.4.11 Caracterizagdo dos hidrogéis termossensiveis nasais

44111 Avaliagao das caracteristicas macroscépicas

As formulagbées dos hidrogéis termossensivel nasal desenvolvidos serdo
caracterizados macroscopicamente quanto a sua coloragéo e aparéncia ap6s 24h de
preparacao. As formulagcdes serao avaliadas nas seguintes temperaturas: (-4°C a -
8°C); (25°C a 30°C); (35°C a 45°C). Utilizando sempre a mesma embalagem de
armazenamento que no caso sera uma embalagem de vidro. Elas serdo classificadas
em: Normal, sem alteragcdo (1); Levemente modificada (2); Modificada (3);

Intensamente modificada (4).

44112 Teste de Centrifugacao

O teste foi realizado em centrifuga (EEQ9004A-2, EDUTEC), na qual foi
utilizado 10g de amostras do hidrogel termossensivel em uma rotagcdo de 800 RPM
por 30 min, a temperatura ambiente. Posteriormente, avaliou-se a presenga ou

auséncia de alteragcdes, mediante a aspectos visuais obtidos da formulagcéo (Brasil,
2004).

44113 Ciclo gelo/ degelo

Para a realizagao do ciclo gelo degelo dos hidrogéis, 2 mL de cada formulagdo
foram transferidos para um tubo Falcon de 15 mL, em seguida as amostras foram
submetidas a 3 ciclos de 24 h em temperatura ambiente e 24 h a -5 + 2°C, totalizando
6 dias de analises. Apds essa etapa as amostras foram avaliadas quanto as suas

caracteristicas macroscopicas conforme descrito anteriormente (Anvisa, 2019).
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44114 Avaliacao do pH

Para avaliagdo do pH das formulagées de hidrogel termossensivel nasal, todas
elas foram deixadas a temperatura ambiente para que todas fossem avaliadas na
mesma temperatura. Em seguida foi medido o seu pH em pHmetro (pH21, Hanna), e
o valor do pH foi registrado apds a estabilizacdo do valor no equipamento. Além disso

todas as analises foram realizadas em triplicata (Piana et al., 2013; Santos, 2018).

44115 Determinacao da viscosidade

A determinacao da viscosidade dos hidrogéis termossesiveis, serdo avaliadas
na temperatura de 35 °C, através do viscosimetro (Ika®, Rotovisc lo-vi). Durante o
experimento foram determinadas a velocidade de rotacdo para cada formulagao e o
tamanho da agulha a ser usada. O tempo de estabilizag&o foi determinado em 60s e
realizado a leitura em 12 pontos, anotando sempre o valor da viscosidade e do torque
de cada amostra. Foram realizadas as leituras em triplicata e os resultados expressos

em médias * desvio padrao (Moreno et al., 2014; Neves, 2019; Pereira et al., 2013).

4411.6 Avaliacao da transicao de fases (Sol-Gel)

Para avaliagdo da temperatura de transicao da fase liquida (Sol) para a fase
gel (Gel) de cada formulacdo do sistema de géis termossensiveis foram verificadas.
Em baixas temperaturas as formulagées permanecem liquidas e em temperaturas
mais elevadas as formulagdes permanecem semissolidas. Para realizagcdo desse
teste com o intuito de obter resultados mais precisos serao aplicadas duas

metodologias.

a) Teste dainversao de tubo

Cada formulagédo do sistema de hidrogéis termossensiveis serdo verificadas
em baixas temperaturas segundo a metodologia de inversao de fluxo obtida por
(Sharma; Bhatia, 2004). Uma quantidade de 2 mL de cada formulagéo foi colocada
em um tubo de vidro, previamente identificado, foram mantidas em um banho

controlavel (Quimis®). A temperatura foi elevada a cada 2 °C por minuto e cada
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formulacao foi avaliada visualmente quanto a temperatura de transicao sol-gel e a
tempo para a formagao desta. Este foi considerado quanto o liquido presente no tubo
fica imével por 30s. verificar o tempo até a perda de estabilidade a temperatura

ambiente.

b) Técnica com agitagdo magnética

Para a determinacéo do estado de transicdo Sol-Gel uma quantidade de 3 mL
do hidrogel foi transferida para um recipiente de vidro e dentro dele colocado uma
barra magnética. Em seguida foi levado para um agitador magnético de temperatura
controlada (Ika®). A barra magnética foi colocada sob uma agitacdo de 100 RPM e a
temperatura foi aumentada 1 °C/min. O ponto de gelificacdo sera observado quando
a barra magnética parar de girar. Neste momento também sera registrado a
temperatura (Adnet et al., 2020; Ahmed et al., 2019).

4.4.12 Estudo de estabilidade

44121 Estabilidade preliminar

Apods a determinacao das formulagcdes que seriam utilizadas, as escolhas foram
submetidas para estabilidade. Inicialmente, elas foram submetidas a condi¢cdes
extremas com o objetivo de acelera possiveis reacoes de degradacado. Das duas
formulagdes escolhidas foram levadas para a estabilidade, as formula¢des base com
€ sem conservante e as incorporadas com o extrato bruto. Para estas foram realizados
o ciclo gelo-degelo e o teste de centrifugagcao que estao descritos anteriormente, apds

aprovacao foram levados para estabilidade acelerada.

4412.2 Estudo de estabilidade acelerada e de longa duragcao

Para esta analise foram realizadas as preparagcdes dos hidrogeéis em triplicata
e esta foram submetidas a avaliagdo por 90 dias, sendo avaliada nos tempos 24h,
7dias, 15 dias, 30 dias, 60 dias e 90 dias, em seguida elas foram avaliadas
mensalmente até completar 1 anos. Para esse estudo foi dado seguimento as

seguintes condi¢oes de temperatura 25, 40 e -4 °C. Durante o periodo do estudo as
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formulagcées foram avaliadas pelos seguintes parametros: pH, viscosidade e
caracteristicas macroscopicas, descrita nos itens 6.3.2.1; 6.3.2.5 e 6.3.2.5,

respectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIAGAO FITOQUIMICA POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

A caracterizagao inicial da droga vegetal foi realizada por cromatografia em
camada delgada (CCD), empregando sistemas de elui¢cao e reveladores preconizados
por Wagner e Bladt (2001). Os resultados da prospeccao fitoquimica encontra-se na
Tabela 4, incluindo os fatores de retengdo da amostra e padréo de cada metabdlito

realizado.

Tabela 4 - Resultados da prospeccao fitoquimica das partes aéreas e raizes de A. hispidum.

Classe de metabdlitos Resultado Rf da amostra Rf do padrao
. 0,34 0,34 (Rutina)

Flavonoides +

0,91 0,91 (Quercetina)

0,38 0,38 (Cafeico)
Derivados cindmicos +

0,82 0,82 (Clorogénico)
Taninos hidrolisaveis + 0,72 0,73 (Ac. Galico)
Taninos condensados - - 0,77 (Catequina)
Terpenos + 0,52 0,52 (B-sitosterol)
Acgucares redutores + 0,54 0,55 (Glicose)
Cumarinas - - 0,76 (Cumarina)
Saponinas + - 0,47 (B-Escina)

Fonte: A autora (2024).

Os resultados considerados positivos (+), representam a observacao de
bandas de mesma coloracdo e com fatores de retencdo semelhantes ao padréo.
Como foi possivel observar através dos resultados obtidos por CCD a presenca de
alguns metabdlitos secundarios, tais como: flavonoides, taninos hidrolisaveis,
derivados cindmicos, agucares redutores, terpenos e saponinas, no entanto nao foi
possivel evidenciar a presencga de antraquinonas, alcaloides, taninos condensados ou
cumarinas. Porém, existem alguns resultados na literatura, também utilizando as
partes aéreas, que reportaram a presenca de alcaloides e saponinas (Abubakar et al.,
2015; Chika; Onyebueke; Bello, 2018; Kakpo et al., 2019). No entanto, os resultados
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desses estudos podem estar relacionados as condigdes experimentais diferentes ou
a caracteristicas intrinsecas das amostras.

Embora qualitativos, os diversos estudos de triagem fitoquimicas tem papel
importante no auxilio a identificacdao e confirmacdo da presenca de compostos e
grupos de compostos do metabolismo secundario em materiais vegetais. Com o
auxilio do perfil fitoquimico € possivel fazer diversas inferéncias acerca da
autenticidade e da qualidade do material vegetal, além de servir de referéncia para
estudos de otimizacdo de operacdoes de extracdo e estudos de fracionamento
bioguiados (Akah; Code, 2017; Basile et al., 2016; N'do, J. et al., 2019; Onyeto; Akah;
Okafor, 2017).

5.2 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DE PARTES AEREAS E RAIZES

O controle de qualidade fisico-quimico foi realizado através dos métodos
empregados pela Farmacopeia Brasileira 62 edicdo. Dando inicio aos resultados das
analises, a determinacdo da matéria estranha para drogas vegetais € um parametro
muito importante, pois € uma etapa que visa a pesquisa e identificacdo de elementos
ndo desejaveis na matéria vegetal, tais como, insetos, fungos, materiais organicos e
inorganicos, ou até mesmo partes ou tecidos de outros vegetais, que podem
comprometer a qualidade sanitéria ou influenciar o rendimento final da droga vegetal
(Brasil, 2019). Diante disso, os resultados obtidos no ensaio de determinagdo de
matéria estranha, cumprem com as exigéncias legais, com resultados de valores
inferiores a 2% m/m de matéria estranha. Nas partes aéreas foi possivel observar um
teor de 0,13%= 0,0064 e para as raizes 0,15%z= 0,0049.

5.2.1 Perda por dessecacéo

A umidade residual que avalia a presenca de agua em extratos provenientes
de espécies vegetais, apos sua secagem parcial ou completa, € um critério importante
para ser analisado pois, esta associado a garantia da conservagcao do produto final
(De Gois et al., 2022).

Os resultados obtidos para as partes aéreas e raizes na analise de

determinacgao de perda por dessecagao de A. hispidum estédo descritos na Tabela 5.
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Tabela 5 - Perda por dessecagado das amostras de Acanthospermum hispidum

Amostras Amostra (g) PD (%) Média + DP DPR%
2,011 12,36

AHPAMP1 2,004 12,10 12,13 +£0,184 1,60
2,001 11,95
2,032 9,69

AHRMP1 2,025 9,95 9,82 +0,184 1,87
2,019 9,62

PD: Perda por Dessecacao, DP: Desvio Padrdo, DPR%: Desvio Padrao Relativo.
Fonte: A autora (2024).

Segundo a Farmacopeia Brasileira, os limites de umidade residual
preconizados para drogas vegetais é de 8 a 12%. Os resultados encontrados para as
amostras empregadas neste estudo apresentam teor maximo de 9,82% (m/m) para
as raizes e as partes aéreas demonstrou um teor maximo de 12,13% % (m/m),
assegurando assim, maior estabilidade microbiolégica e quimica para o material

vegetal.

5.2.2 Cinzatotais

Na avaliacao do teor de cinzas totais, a qual determina a quantidade de
materiais inorganicos presentes no material vegetal, os teores encontrados foram de
10,29 £ 1,86% para as partes aéreas e 24,10 £ 4,67% para as raizes de A. hispidum.
De acordo com os limites preconizados pela farmacopeia, o teor maximo aceitavel é
de 14%, porém para valor superior a 8%, é necessario a realizacao de ensaio
complementar para a determinagdo de cinzas insoluveis em acido, que permite a
avaliacao de materiais silicosos, tais como terra ou areia, no material vegetal (Brasil,
2019).

5.2.3 Determinagao de cinzas insoluveis em acido

Na avaliagcdo do teor de cinzas insoluveis em acido, a qual determina a
quantidade de materiais silicosos presentes no material vegetal, os teores
encontrados foram de 2,36 + 4,04% para as partes aéreas e 13,14 *+ 3,33% para as

raizes de A. hispidum. De acordo com os limites preconizados pela farmacopeia, o
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teor maximo aceitavel € de 14%, ao final do processo foi possivel evidenciar que a
presenca de terra ou areia, isso demostrou deve ser tomado um cuidado maior durante

a coleta e o processamento do material vegetal (Brasil, 2019).

5.2.4 Determinacdo da granulometria

Os resultados alcangados pela analise do histograma de distribuicao
granulométrica das partes aéreas e raizes de A. hispidum, verificou que as particulas
retidas, majoritariamente no tamis de 250 um para as partes aéreas representando
47,74 + 11,94 % de todo o material e as raizes de 850 um representando 40,97 *
10,26 % do material utilizado (Figura 5 e 6).

Figura 5 - Valores retidos no tamis, referentes as partes aéreas de A. hispidum.
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Fonte: A autora (2024).
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Figura 6 - Valores retidos no tamis, referentes as raizes de A. hispidum.
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Fonte: A autora (2024).

Para determinar o tamanho médio das particulas foi obtido através de uma
intersecdo das curvas de retencéo e passagem. Para as partes aéreas, o tamanho da
particula obtido foi de 310 um e para as raizes de 600 um (Figuras 7 e 8). Sendo
assim, de acordo com a classificagdo farmacopeica as partes aéreas foi considerado

um p6 moderadamente grosso € as raizes um po grosso.

Figura 7 - Grafico de retencao e passagem das partes aéreas de A. hispidum.
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Fonte: A autora (2024).
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Figura 8 - Grafico de retencédo e passagem das raizes de A. hispidum.
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Fonte: A autora (2024).

5.2.5 Teor de substancias extraiveis

Na avaliacado do teor de substancias extraiveis, a qual determina a quantidade
de compostos hidrossoluveis tais como: acgucares, flavonoides glicosilados,
mucilagem, entre outros compostos presente no material vegetal. Esses compostos
possuem diversas fungdes bioldgicas e para a espécie estudada foi observado um
rendimento de 4,59 + 1,01 g% para as partes aéreas e 3,54 + 1,50 g% para as raizes
de A. hispidum. O teor de sustancias extraiveis em espécies vegetais, pode variar de
acordo com alguns fatores como: o estagio do desenvolvimento, as condi¢des
ambientais e forma de cultivo etc. sendo assim, essa metodologia € importante para

garantir uma padronizagao, seguranca e qualidade da espécie em questao estudada.

5.3 AVALIACAO E VALIDACAO DO METODO POR ESPECTROFOTOMETRIA
UV-VIS PARA DOSEAMENTO DE POLIFENOIS TOTAIS E RAIZES E PARTES
AEREAS DE A. hispidum
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5.3.1 Avaliacdo do método

5.3.1.1 Determinagao da concentracdo do solvente

Com o intuito de determinar a melhor concentragdo do solvente, foi realizado a
extracdo com diferentes solug¢des hidroalcéolica utilizando algumas proporcdes de
etanol, os quais foram realizados tanto para as partes aéreas quando para as raizes.
Sendo assim, a propor¢cao do etanol 60%para ambos os farmacdgenos, resultando
em teores médios de polifendis de 1,603 + 0,0086% (0,53%) para as partes aéreas,
1,092 + 0,0156% (1,43%) para as raizes ambos expressos em g% de pirogalol
(Figuras 9 e 10).

Figura 9 -Polifendis totais nas partes aéreas de A. hispidum em diferentes proporgoes de solvente.
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Fonte: A autora (2024).
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Figura 10 - Polifendis totais nas raizes de A. hispidum em diferentes proporgées de solvente.
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Fonte: A autora (2024).

5.3.1.2 Determinacao da quantidade de droga e comprimento de onda

Para a determinacdo da quantidade de droga a ser utilizada foram pesadas
variagcdes de amostras (0,25 - 1,00 g), para as partes aéreas e as raizes de A.
hispidum. Apds analise, o resultado que apresentou o melhor desempenho analitico
foi quando utilizada a quantidade de 0,25 g. O resultado dos teores de polifendis totais
encontrada para as partes aéreas foi de 2,016 = 0,0150 g% (0,75%) e para as raizes

1,752 £ 0,0247 g% (1,41%), ambos expressos em g% de pirogalol (Figura 11 e 12).
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Figura 11 - Polifendis totais nas partes aéreas de A. hispidum em diferentes quantidades de droga
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Fonte: A autora (2024).

Figura 12 - Teor de polifendis totais nas raizes de A. hispidum em diferentes quantidades de droga.
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Fonte: A autora (2024).

A eficiéncia de extracdo de compostos fenolicos a partir de um produto natural
depende diretamente das condi¢coes de extracdo. Como as matrizes de origem vegetal
possuem sua composicao e estruturas variadas, é dificil definir métodos que a maior
quantidade desses compostos seja extraida em um menor tempo. Com o intuito de
melhorar a extragdo desses compostos podemos alterar alguns parametros, tais

como: solvente utilizado, volume, tempo e temperatura de extracdo e quantidade de
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droga utilizada, que neste caso foi de extrema importancia para realizar a validagao

(Garde-Cerdan; Gonzalo-Diago; Pérez-Alvarez, 2017).

5.3.1.3 Determinagéo da aliquota de folin-ciocalteu

Para a determinacdo da quantidade de reagente de folin-ciocalteu foram
testadas aliquotas entre 0,25, 0,50, 0,75 e 1,00 mL. No método de folin-ciocalteu &
fundamental para a reagéo pois promove a formagédo de um complexo com coloragéo
azulada, resultante da reacao de reducao entre as hidroxilas presente nos polifendis
e o acido fosfotungstico (Ferreira, 2016; Folin; Ciocalteu, 1927). Neste sentido, os
resultados do ensaio revelaram que a aliquota de 1TmL para as partes aéreas com
valores 0,525 + 0,0047 g% (0,90%) apresentou o melhor desempenho (Figura 13).

Figura 13 - Influéncia das diferentes aliquotas de folin-ciocalteu nas partes aéreas de A. hispidum.
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Fonte: A autora (2024).

Para as raizes, as duas ultimas aliquotas testadas apresentaram valores muito
semelhantes de média £ DP (DPR%), onde a aliquota de 0,75 mL mostrou valores de
0,288 £ 0,0031 g% (1,06%) e de 1 mL 0,285 + 0,0026 g% (0,93%) (Figura 14). Como
os resultados encontrados nao tiveram grandes variagdes, em relacao as aliquotas de
folin-ciocalteu testadas para analise nas raizes, ficou determinado a utilizagdo da

aliquota de 1 mL também para as raizes.
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Figura 14 - Influéncia das diferentes aliquotas de folin-ciocalteu nas raizes de A. hispidum.
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Fonte: A autora (2024).

Sendo assim determinando a aliquota de 1 mL do reagente folin-ciocalteu para
arealizacao das reac¢des indicando que esta aliquota € capaz de satisfazer a formagao

do complexo das hidroxilas com o acido na determinacéo dos polifendis.
5.3.1.4 Determinacgao da cinética reacional

Para a quantificagdo dos polifendis totais, utilizado o método de folin-ciocalteu,
alguns fatores sao importantes e esses podem influéncia diretamente no resultado.
Alguns parametros podem ser modificados como por exemplo, a quantidade do
reagente de folin-ciocalteu e a concentragcdo de carbonato de sédio. Sendo assim, a
cinética da reacéao foi realizada com o intuito de definir o tempo de reacdo necessario
para a formagdo do complexo. E relevante destacar que o perfil de formacdo do
complexo é diferente quando utilizamos uma substancia pura de uma amostra. Desta
maneira € importante estabelecer o tempo de reacgao, evitando erros subsequentes.

A cinética de complexacdo da amostra proveniente do extrato de A. hispidum
em diferentes concentra¢cdes de carbonato de sodio (Na2COs3) durante o tempo de 60
minutos estao expostos nas Figuras 15 e 16. A absor¢ao maxima foi atingida no tempo
maximo de 30 min tanto para as partes aéreas quanto para as raizes, apos esse tempo

o produto reacional permaneceu estavel até o final da reacao.



77

Figura 15 - Cinética da reacao para as partes aéreas de A. hispidum.
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Fonte: A autora (2024).

Quando avaliado a influéncia da concentracao de carbonato de sddio (NaxCOs3),
tiveram pequenas variagdes entre as concentragcdes e diferengas entre os
farmacogenos. Para as partes aéreas de Na>CO3 que obteve melhor resposta foi 5%

(p/v), ja as raizes o melhor resultado foi obtido quando utilizado Na>COsza 7,5% (p/v).

Figura 16 - Cinética da reagdo para as raizes de A. hispidum
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Fonte: A autora (2024).



5.3.2 Validacéo do método

5.3.2.1 Linearidade do padrao e das amostras
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A curva de linearidade do pirogalol foi elaborada de acordo com os valores

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Valores utilizados na curva de linearidade do pirogalol.

Concentracao vol da_1 solugdo VOI. de Folin Volde dgua Vol final de
(mg/mL) de pirogalol Ciocalteu (mL) NazCOs (mL)
(mL) (mL)
0,0013 0,50 1,00 4,00 4,50
0,0025 1,00 1,00 4,00 4,00
0,0038 1,50 1,00 4,00 3,50
0,0050 2,00 1,00 4,00 3,00
0,0063 2,50 1,00 4,00 2,50

Na2COs: carbonato de sodio anidro a 5% (p/v).
Fonte: A autora (2024).

Através da elaboragao da curva analitica do pirogalol foi possivel observar a

linearidade do método por meio da curva de calibragcao na faixa de concentracéo de

0,0013 a 0,0063 mg/mL. Na Tabela 7 é possivel evidenciar os resultados das

absorbancias das amostras obtidas nas diferentes concentragbes do padrao.

A Figura 17 exibe as curvas de linearidade obtidas para o pirogalol, as curvas

foram obtidas através do método dos minimos quadrados, os coeficientes de

determinagcao foram 0,994, 0,9943 e 0,9932. A Figura 18 apresenta a curva de

linearidade média, obtida da mesma forma, o coeficiente de determinacao foi de

0,9941, certificando a alta correlacao linear entre as variaveis y e x.

Tabela 7 - Absorbancias obtidas para a curva de linearidade do pirogalol, com seus respectivos

valores de média, desvio padrao e coeficiente de variagéo.

Conc (mg/mL) Abs 1 Abs 2 Abs 3 Média DP DPR%
0,0013 0,208 0,204 0,215 0,209 0,0056 2,66
0,0025 0,322 0,325 0,322 0,323 0,0017 0,54
0,0038 0,444 0,447 0,450 0,447 0,0030 0,67
0,0050 0,547 0,542 0,550 0,546 0,0040 0,74
0,0063 0,626 0,630 0,628 0,628 0,0020 0,32

Abs: Absorbéncia; DP: desvio padrao, DPR%: desvio padrao relativo.
Fonte: A autora (2024).



Figura 17 - Curvas analiticas do pirogalol obtidas para a verificagao da linearidade do método.
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79



80

Figura 18 - Curva analitica média do pirogalol obtida para a verificagdo da linearidade do método.
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Fonte: A autora (2024).

A andlise estatitica por ANOVA (Anélise de Variancia) da curva de calibragéo

estad sumarizada na Tabela 8.

Tabela 8 - Andlise de Varidncia (ANOVA) realizada para a curva analitica média do pirogalol.

gl SQ MQ F F de significacdo
Regressao 1 0,284935041 0,284935041 1699,086437 2,69201E-14
Residuo 12 0,002012388 0,000167699
Total 13 0,286947429

gl: graus de liberdade, SQ: soma quadratica, MQ: média quadratica.
Fonte: A autora (2024).

Para avaliagdo da significancia do coeficiente angular foi analisada a partir do
teste F da ANOVA, o F calculado foi superior ao F de significagao, assim, rejeita-se a
hipotese que o coeficiente angular é igual a zero, aceitando a hip6tese que este
coeficiente é diferente de zero, e que y efetivamente varia em fung¢éo de x, assim, o
método pode ser considerado linear.

A Tabela 9 descreve os residuos calculados a partir da curva analitica obtida.
A analise destes residuos foi executada com a finalidade avaliar sua normalidade e
homoscedasticidade. A normalidade foi avaliada a partir de analise visual do grafico
de distribuicdo dos residuos em fungao da concentracao e da resposta (Figura 19), a
distribuicdo aleatéria dos residuos em torno de zero indica normalidade na

distribuicao.
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Para avaliagdo da homoscedasticidade dos residuos aplicou-se o teste de
Cochran. Inicialmente foi calculada a varidncia do valor de y em cada nivel de
concentracao, e testou-se a hipotese de que as variancias sao todas iguais. Para isso,
calculou-se o valor de C que foi comparado com o valor de Cgiitico. Como o valor de C
foi de 0,063, inferior ao valor de Cecriico (0,684), aceita-se a hipétese, as variancias de

y sdo iguais, os residuos sao homocedasticos.

Figura 19 - Grafico dos residuos obtido a partir da regressao da curva do pirogalol.
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Fonte: A autora (2024).
Tabela 9 - Analise dos residuos de acordo com a regressao.

Observacéo Y previsto Residuos
1 0,325441561 -0,00344156
2 0,434040753 0,009959247
3 0,53428616 0,01271384
4 0,642885352 -0,01688535
5 0,221019261 -0,01701926
6 0,325441561 -0,00044156
7 0,434040753 0,012959247
8 0,53428616 0,00771384
9 0,642885352 -0,01288535
10 0,221019261 -0,00601926
11 0,325441561 -0,00344156
12 0,434040753 0,015959247
13 0,53428616 0,01571384
14 0,642885352 -0,01488535
15 0,00610 0,00020

Fonte: A autora (2024).
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Curva analitica para matéria prima de A. hispidum: A curva de linearidade
das partes aéreas e raizes de A. hispidum foi elaborada de acordo com os valores
apresentados nas Tabelas 10 e 11.

A linearidade foi verificada por meio da elaboracao da curva analitica da matéria
prima na faixa de concentragcdo de 0,10 a 0,30 mg/mL para as partes aéreas e de
concentracao de 0,20 a 1,00 mg/mL para as raizes. Na Tabela 7 e 8 estdo expressos
os resultados encontrados para as absorbancias obtidas nas diferentes concentragoes

da curva, em relag&o ao teor polifendis.

Tabela 10 - Valores de absorbancia obtidos para as amostras das partes aéreas para o teor de

polifendis.
Concentracdo (mg/mL) Abs1 Abs 2 Abs3 Média DP DPR%
0,10 0,263 0,259 0,270 0,264 0,0056 2,11
0,15 0,352 0,352 0,361 0,355 0,0052 1,46
0,20 0,449 0,450 0,452 0,450 0,0015 0,34
0,25 0,535 0,532 0,541 0,536 0,0046 0,85
0,30 0,624 0,618 0,627 0,623 0,0046 0,74

Abs: Absorbéncia; DP: desvio padrao, DPR%: desvio padrao relativo.
Fonte: A autora (2024).

Tabela 11 - Valores de absorbéncia obtidos para as amostras das raizes para o teor de polifendis.
Concentracdo (mg/mL) Abs1l Abs2 Abs3 Média DP DPR%

0,20 0,244 0,251 0,241 0,245  0,0051 2,09
0,40 0,361 0,357 0,358 0,359  0,0021 0,58
0,60 0,424 0,429 0,429 0,427  0,0029 0,68
0,80 0,510 0,525 0,519 0,518  0,0075 1,46
1,00 0,646 0,631 0,636 0,638  0,0076 1,20

Abs: Absorbancia; DP: desvio padrdo, DPR%: desvio padrao relativo.
Fonte: A autora (2024).

A Figura 20 mostra as curvas de linearidade obtidas para polifendis totais, em
que os coeficientes de determinacao referente as partes aéreas foram 0,9996, 0,9989
e 0,9999. A Figura 21 mostra a curva de linearidade média de polifendis totais obtida,
com o valor de equacado da reta obtida pela regresséo linear e o coeficiente de

determinacgao de 0,9998, demonstrando alta correlacao linear entre as variaveis y e x.
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Figura 20 - Curvas analiticas para a verificagdo da linearidade do método a partir da solugao extrativa
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Figura 21 - Curva analitica média obtida para a verificacado da linearidade do método a partir da
solugdo obtida das partes aéreas de A. hispidum.
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Fonte: A autora (2024).

Os resultados da analise de regressao linear, obtidos por meio da aplicadagao

de Analise de Variancia (ANOVA), encontram-se na Tabela 12.

Tabela 12 - Anélise de Variancia (ANOVA) realizada para a curva analitica média da solugdo extrativa
das partes aéreas de A. hispidum.

gl SQ MQ F F de significacdo
Regressdo 1 0,243180033 0,243180033 13990,3 4,23579E-21
Residuo 13 0,000225967 0,00001738
Total 14 0,243406

gl: graus de liberdade, SQ: soma quadratica, MQ: média quadratica.
Fonte: A autora (2024).

A significancia do coeficiente angular foi avaliada a partir do teste F da ANOVA,
o F calculado foi superior ao F de significacdo, assim, rejeita-se a hipétese que o
coeficiente angular é igual a zero, aceitando a hipotese que este coeficiente € diferente
de zero, e que y efetivamente varia em funcdo de x, assim, o método pode ser
considerado linear.

A Tabela 13 descreve os residuos calculados a partir da curva analitica obtida.
A analise destes residuos foi realizada a fim de avaliar sua normalidade e
homoscedasticidade. A normalidade foi avaliada a partir de analise visual do gréafico
de distribuicdo dos residuos em fungado da concentracao e da resposta (Figura 22), a
distribuicdo aleatéria dos residuos em torno de zero indica normalidade na

distribuicao.
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Para avaliagdo da homoscedasticidade dos residuos aplicou-se o teste de
Cochran. Inicialmente foi calculada a variancia do valor de y em cada nivel de
concentracao, e testou-se a hipotese de que as variancias sao todas iguais. Para isso,
calculou-se o valor de C que foi comparado com o valor de Cgiitico. Como o valor de C
foi de 0,581, inferior ao valor de Ceriico (0,684), aceita-se a hipétese, as variancias de

y sdo iguais e os residuos sdao homoscedasticos.

Tabela 13 - Analise dos residuos de acordo com a regressao (Amostra).

Observacéo Y previsto Residuos

1 0,100129824 -0,000129824
2 0,149510078 0,000489922
3 0,203329006 -0,003329006
4 0,251044756 -0,001044756
5 0,30042501 -0,00042501

6 0,097910487 0,002089513
7 0,149510078 0,000489922
8 0,20388384 -0,00388384

9 0,249380254 0,000619746
10 0,297096004 0,002903996
11 0,097910487 0,002089513
12 0,149510078 0,000489922
13 0,20388384 -0,00388384
14 0,249380254 0,000619746
15 0,297096004 0,002903996

Fonte: A autora (2024).

Figura 22 - Grafico dos residuos obtido a partir da regressao da curva da solugdo obtida a partir das

partes aéreas de A. hispidum.
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Fonte: A autora (2024).
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A Figura 23 mostra as curvas de linearidade obtidas para polifendis totais, em
que os coeficientes de determinacgao referente as raizes foram 0,9922, 0,9918
e 0,9922. A Figura 24 mostra a curva de linearidade média de polifendis totais obtida,
com o valor de equacdo da reta obtida pela regressao linear e o coeficiente de

determinacao de 0,9924, demonstrando alta correlagao linear entre as variaveis y e x.

Figura 23 - Curvas analiticas para a verificacdo da linearidade do método a partir da solugdo obtida
das raizes de A. hispidum.
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Fonte: A autora (2024).

Figura 24 - Curva analitica média obtida para a verificagao da linearidade do método a partir da
solucao obtida das raizes de A. hispidum.
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Fonte: A autora (2024).

Os resultados da analise de regressao linear, obtidos por meio da aplicadacao

de Analise de Variancia (ANOVA), encontram-se na Tabela 14.

Tabela 14 - Anélise de Variancia (ANOVA) realizada para a curva analitica média da solugdo extrativa
das raizes de A. hispidum.

gl SQ MQ F F de significacéo
Regressdo 1 0,2673408 0,267341 1480,923 8,82606E-15
Residuo 13 0,0023468 0,000181
Total 14 0,2696876

gl: graus de liberdade, SQ: soma quadratica, MQ: média quadratica.
Fonte: A autora (2024).
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A significancia do coeficiente angular foi avaliada a partir do teste F da ANOVA,
o F calculado foi superior ao F de significagdo, assim, rejeita-se a hipotese que o
coeficiente angular € igual a zero, aceitando a hipotese que este coeficiente € diferente
de zero, e que y efetivamente varia em fungdo de x, assim, o método pode ser
considerado linear.

A Tabela 15 descreve os residuos calculados a partir da curva analitica obtida.
A analise destes residuos foi realizada a fim de avaliar sua normalidade e
homoscedasticidade. A normalidade foi avaliada a partir de analise visual do grafico
de distribuicdo dos residuos em fungcao da concentracao e da resposta (Figura 25), a
distribuicdo aleatoria dos residuos em torno de zero indica normalidade na
distribuicao.

Para avaliagdo da homoscedasticidade dos residuos aplicou-se o teste de
Cochran. Inicialmente foi calculada a variancia do valor de y em cada nivel de
concentracao, e testou-se a hipoétese de que as variancias sao todas iguais. Para isso,
calculou-se o valor de C que foi comparado com o valor de Ccritico. Como o valor de C
foi de 0,378, inferior ao valor de Cecriico (0,684), aceita-se a hipdtese, as variancias de

y s&o iguais e os residuos sdo homoscedasticos.

Tabela 15 - Analise dos residuos de acordo com a regressao (Amostra).

Observacéao Y previsto Residuos
1 0,193819812 0,00618
2 0,431143293 -0,03114
3 0,571857216 0,028143
4 0,783978203 0,016022
5 1,038103346 -0,0381
6 0,208521267 -0,00852
7 0,433243501 -0,03324
8 0,582358255 0,017642
9 0,752475086 0,047525
10 1,006600229 -0,0066
11 0,187519189 0,012481
12 0,439544124 -0,03954
13 0,582358255 0,017642
14 0,771376956 0,028623
15 1,017101268 -0,0171

Fonte: A autora (2024).
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Figura 25 - Grafico dos residuos obtido a partir da regressédo da curva da solugéo obtida a partir das
raizes de A. hispidum.
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Fonte: A autora (2024).

5.3.2.2 Limite de deteccao e limite de quantificacao

A Tabela 16 mostra os resultados obtidos com a analise de regressao da curva
analitica do pirogalol, dados estes utilizados no calculo dos limites de quantificagao e

detecgao, obtidos com o auxilio do Microsoft Excel® (2022).

Tabela 16 - Resultados da analise de regressao da curva do pirogalol.

Coeff. Erro padrdo Statt valor-P LC (95%) inferiores LC (95%) superiores
Intersecdo (@) 0,1166 0,008721344 13,369 1,438E-08 0,0976 0,1356
Inclinagdo (b) 83,5378 2,02663484 41,219 2,692E-14 79,1222 87,9535

Fonte: A autora (2024).

Os resultados dos limites de deteccao e quantificagao calculados conforme
normas consultadas foram LD = 0,00034452 mg/mL e LQ = 0,001043999 mg/mL
indicando que o método analitico para o doseamento de taninos totais em matéria

prima das partes aéreas e raizes de A. hispidum exibe boa sensibilidade.

5.3.2.3 Efeito matriz

Devido a complexidade das matrizes vegetais, incluindo a em questéao utilizada,

e seus possiveis interferente. Foi avaliado o efeito matriz das partes aéreas de A.
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hispidum frente as substéncias de interesse, que neste caso foi o pirogalol (Ferreira,
2016). Os resultados de absorbéancia obtidos estdo descritos na Tabela 17. Para
comprovagao da auséncia de efeito matriz & preciso comprovar que as retas da curva
analitica do padrao e da curva de amostra fortificada com padrao sao paralelas. Para
isso, realizou-se um teste de hipdteses entre os coeficientes angulares das duas

curvas, a fim de demonstrar que eles sao estatisticamente diferentes.

Tabela 17 - Resultados de efeito matriz obtidos na analise de partes aéreas e raizes de A. hispidum.

Padrao

Concentracao Abs 1 Abs 2 Abs 3 Média DP DPR%
0,0013 0,208 0,204 0,215 0,209  0,0056 2,66
0,0025 0,322 0,325 0,322 0,323  0,0017 0,54
0,0038 0,444 0,447 0,450 0,447  0,0030 0,67
0,0050 0,547 0,542 0,550 0,546  0,0040 0,74
0,0063 0,626 0,630 0,628 0,628  0,0020 0,32

Amostra (partes aéreas) fortificada com padrao

Concentracao Abs 1 Abs 2 Abs 3 Média DP DPR%
0,10 0,544 0,545 0,545 0,545  0,0006 0,11
0,15 0,649 0,640 0,647 0,645  0,0047 0,73
0,20 0,709 0,712 0,707 0,709  0,0025 0,35
0,25 0,770 0,768 0,765 0,768  0,0025 0,33
0,30 0,849 0,847 0,845 0,847  0,0020 0,24

Amostra (Raizes) fortificada com padréo

Concentracao Abs 1 Abs 2 Abs 3 Média DP DPR%
0,20 0,531 0,530 0,539 0,533  0,0049 0,92
0,40 0,618 0,616 0,612 0,615  0,0031 0,50
0,60 0,677 0,685 0,682 0,681 0,0040 0,59
0,80 0,723 0,729 0,728 0,727  0,0032 0,44
1,00 0,793 0,794 0,795 0,794  0,0010 0,13

Abs: absorbancia, DP: desvio padrdao, DPR%: desvio padrao relativo.
Fonte: A autora (2024).

Apos obter os resultados foi possivel evidenciar o paralelismo entre as retas da
linearidade e especificidade, demonstrando assim, a capacidade do método em
detectar a presenca de impurezas nas substancias de interesse. Os resultados
encontrados tanto para as raizes quanto as partes aéreas, podem ser visualizados
nas Figuras 26 e 27, nela é possivel observar a semelhanga entre seus coeficientes
angulares, comprovando a eficiéncia da metodologia em obter respostas para a

substancias de interesse.
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Figura 26 - Curva de especificidade e linearidade das partes aéreas de A. hispidum.
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Fonte: A autora (2024).

Figura 27 - Curva de especificidade e linearidade das raizes de A. hispidum.
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Fonte: A autora (2024).

5.3.2.4 Precisao

A precisdo, que mede o grau de concordancia entre os resultados em
condi¢des iguais ou diferentes, foi verificada em dois niveis distintos: a repetibilidade,

gue examina as amostras nas mesmas condi¢coes de opera¢ao, com o mesmo analista



92

e instrumento em uma unica corrida analitica, e a precisdo intermediaria, que usa a
mesma amostra por analistas e dias diferentes. Os valores estabelecidos pela
legislacdo do DPR para esta anélise, é determinado que estd seja abaixo de 5%.
Sendo assim, os resultados obtidos afirmam que os métodos propostos para a
quantificacao de polifendis totais podem ser considerados precisos e atender aos
requisitos definidos pela RDC 166. Os resultados obtidos para a precisao intercorrida
das partes aéreas e das raizes estao reunidos e podem ser visto na tabela.

As Tabelas 18 e 19 apresenta os resultados obtidos no ensaio de repetibilidade,
valores de absorbancia e teor, para o método de doseamento de polifendis totais nas
partes aéreas e raizes de A. hispidum por UV-VIS. Os ensaios foram realizados em
sextuplicata, no mesmo dia e pelo mesmo operador. A precisao foi avaliada em dois
niveis distintos: repetibilidade, também chamada de precisao intracorrida e a preciséo
gue pode ser chamada de intercorrida. Considerando os dados da repetibilidade, seja
para as partes aéreas ou para as raizes de A. hispidum, os teores taninos totais foram
de 4,108 £ 0,0691 g% (1,51%) e 2,664 £ 0,0126 g% (0,47%), para as partes aéreas
para as raizes, respectivamente. As variabilidades observadas para os desvios padrao
relativos (DPR%) se encontram dentro dos limites exigidos pela legislagdo (DPR

maximo de 5%).

Tabela 18 - Repetibilidade do doseamento de polifendis totais nas partes aéreas de A. hispidum.
Amostras Amostra Absorbancia Padrdo Absorbancia PT (%)

1 0,477 0,447 4,1662

2 0,477 0,447 4,1662

3 0,478 0,450 4,1471

4 0,465 0,447 4,0614

5 0,468 0,447 4,0876

6 0,463 0,450 4,0170

Média 0,471 0,448 4,108

DP 0,0068 0,0015 0,0619
DPR% 1,44 0,35 1,51

DP: desvio padrao, DPR: Desvio padrao relativo (%), PFT: polifenois totais.
Fonte: A autora (2024).

Tabela 19 - Repetibilidade do doseamento de polifendis totais nas raizes de A. hispidum.
Amostras Amostra Absorbancia Padrédo Absorbancia TP (%)

1 0,461 0,447 2,6836
2 0,459 0,447 2,6719
3 0,458 0,450 2,6661
4 0,455 0,447 2,6487
5 0,457 0,447 2,6603
6 0,456 0,450 2,6545
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Média 0,458 0,448 2,664
DP 0,0022 0,0015 0,0126
DPR% 0,47 0,35 0,47

DP: desvio padrao, DPR: Desvio padrao relativo (%), PFT: polifenois totais.
Fonte: A autora (2024).

A Tabela 20 apresenta os resultados obtidos no ensaio de precisao
intermediaria (valores de absorbancia e teor), no primeiro dia de analise quanto aos
operadores 1 e 2 respectivamente, com relagdo ao método de doseamento de totais

polifendis totais nas partes aéreas de A. hispidum. por UV-VIS realizado em triplicata.

Tabela 20 - Precisao intermediaria do doseamento de polifendis totais nas partes aéreas de A.

hispidum.
Amostras Dial-TPT Dia2-TPT
OP1 4,169 + 0,005 (0,12) 4,064 £ 0,022 (0,54)
OoP2 3,989 £ 0,050 (1,25) 4,058 + 0,005 (0,12)

OP1: Operador 1, OP2: Operador 2.
Fonte: A autora (2024).

A Tabela 21 apresenta os resultados obtidos no ensaio de precisao
intermediaria (valores de absorbancia e teor), no segundo dia de analise quanto aos
operadores 1 e 2 respectivamente, com relacdo ao método de doseamento de

polifendis totais nas raizes de A. hispidum por UV-VIS realizado em triplicata.

Tabela 21 - Precis&o intermedidria do doseamento de polifendis totais nas raizes de A. hispidum.

Amostras Dial-TPT Dia2-TPT
OP1 2,497 + 0,000 (0,00) 2,495 + 0,018 (0,71)
OoP2 2,453 + 0,012 (0,49) 2,427 + 0,000 (0,00)

OP1: Operador 1, OP2: Operador 2
Fonte: A autora (2024).

5.3.2.5 Exatidao

A exatidao foi avaliada pelo teste de recuperagdo, no qual a solugado amostra
na concentracado 100% foi fortificada com as solugdes padréao (Pirogalol) em trés
niveis de concentracédo (baixo — 80%, médio — 100%, alto - 120%), sendo obtido o
percentual de recuperagdo do marcador, no qual o valor aceitavel deve permanecer
na faixa de concentracado de trabalho. Nos trés niveis, as amostras foram preparadas
em ftriplicata e a recuperacgdo calculada, sendo obtidas recuperagdes de 75,77 a
87,88% e em média de 82,29% para as partes aéreas e 82,96 a 90,88% e em média

de 86,56%, demonstrando que o método desenvolvido apresenta exatidao satisfatoria,
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pois, estdo dentro dos limites de 80% a 120% indicados pela RCD 166/2017 (BRASIL,
2017).

Tabela 22 - Ensaio de recuperagao para as partes aéreas de A. hispidum.

Amostras Absorbancias Concentragdo (mg/mL) Exatidao (%)
80 100 120 80 100 120 80 100 120
1 80 100 120 80 100 120 80 100 120
2 0,544 0,784 0,979 0,0050 0,0079 0,0102 75,60 82,62 87,07
3 0,545 0,787 0,983  0,0050 0,0079 0,0102 75,77 8299 8748
Média 0,545 0,789 0,987  0,0050 0,0079 0,0103 75,77 83,23 87,88
DP 0,545 0,787 0,983 0,005 0,008 0,010 75,717 82,945 87,475

DPR % 0,0006 0,0025 0,0040 0,0000 0,0000 0,0000 0,1011 0,3095 0,4019

DP: desvio padrao; DPR: Desvio padrao relativo (%).
Fonte: A autora (2024).

Tabela 23 - Ensaio de recuperagao para as raizes de A. hispidum.

Amostras Absorbancias Concentracédo (mg/mL) Exatidao (%)
80 100 120 80 100 120 80 100 120
1 0,537 0,763 0,960 0,0050019 0,0076637 0,0099839 82,38 85,95 90,24
2 0,540 0,765 0,966 0,0050373 0,0076872 0,0100545 82,96 86,22 90,88
3 0,541 0,766 0,966 0,0050491 0,0076990 0,0100545 83,16 86,35 90,88
Média 0,539 0,765 0,964 0,005 0,008 0,010 82,833 86,174 90,667
DP 0,0021 0,0015 0,0035 0,0000 0,0000 0,0000 0,4038 0,2018 0,3688
DPR % 0,39 0,20 0,36 0,49 0,23 0,41 0,49 0,23 0,41

DP: desvio padrao; DPR: Desvio padrao relativo (%).
Fonte: A autora (2024).

5.3.2.6 Robustez

A robustez do método foi determinada ao realizar pequenas alteragdes na
metodologia. As variagdes realizadas avaliaram os seguintes parametros: leitura das
amostras executada em diferentes equipamentos, reacéo realizada com presenca e
auséncia de luminosidade, avaliagdo da estabilidade dos extratos de A. hispidum no
dia 1 e no dia 3. Os resultados obtidos demonstraram que as alteracdes realizadas
n&o influenciaram significativamente os teores encontrados.

O método proposto foi capaz de resistir as diferentes condi¢des experimentais
propostas, tanto para as raizes quanto para as partes aéreas, ambos apresentaram
coeficiente de variagdo menor que 5%. As maiores alteragdes foram observadas no
ensaio com presenca ou auséncia de luminosidade para as analises das raizes
ressaltar a importancia na padronizagao da metodologia aplicada.

Os valores de desvio padrao relativo calculado entre as diferencas nos
parametros avaliados para as partes aéreas permaneceram abaixo do preconizado
em resolucao, sendo igual a 1,95%, 1,67% e 2,12%, respectivamente em relagao a

luminosidade e equipamento de leitura da amostra e a estabilidade da solucéo.
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Tabela 24 - Robustez, parametro luminosidade para as partes aéreas de A. hispidum.

Sem luz Padrao PT (%)

Média 0,437 0,448 3,808

DP 0,0026 0,0017 0,0345
DPR% 0,61 0,39 0,91

Com luz Padrao PT (%)

Média 0,423 0,448 3,683

DP 0,0012 0,0017 0,0211
DPR% 0,27 0,39 0,57

DP: desvio padrao; DPR: Desvio padrao relativo (%); PT: polifenois totais.
Fonte: A autora (2024).

Tabela 25 - Robustez, parametro estabilidade da solugao das partes aéreas de A. hispidum.

Estabilidade D1 Padréao PT (%)

Média 0,453 0,448 3,951

DP 0,0015 0,0017 0,0221
DPR% 0,34 0,39 0,56

Estabilidade D2 Padréao PT (%)

Média 0,437 0,448 3,808

DP 0,0026 0,0017 0,0345
DPR% 0,61 0,39 0,91

DP: desvio padrao; DPR: Desvio padrao relativo (%); PT: polifenois totais.
Fonte: A autora (2024).

Tabela 26 - Robustez, pardmetro equipamento diferente para as partes aéreas de A. hispidum.

Equipamento 1 Padréao PT (%)

Média 0,422 0,448 3,675

DP 0,0029 0,0017 0,0109
DPR% 0,68 0,39 0,30

Equipamento 2 Padrao PT (%)

Média 0,410 0,448 3,570

DP 0,0047 0,0017 0,0278
DPR% 1,15 0,39 0,78

DP: desvio padrao; DPR: Desvio padrao relativo (%); PT: polifenois totais.
Fonte: A autora (2024).

Os valores de desvio padrdo relativo calculado entre as diferengcas nos
parametros avaliados para as raizes permaneceram abaixo do preconizado em
resolugdo, sendo igual a 1,95%, 2,50% e 0,86%, respectivamente em relagdo a

luminosidade e equipamento de leitura da amostra e a estabilidade da solugéo.
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Tabela 27 - Robustez, pardmetro luminosidade nas raizes de A. hispidum.

Sem luz Padrao PT (%)

Média 0,413 0,448 2,404

DP 0,0010 0,0017 0,0058
DPR% 0,24 0,39 0,24

Com luz Padrao PT (%)

Média 0,369 0,448 2,150

DP 0,0032 0,0017 0,0187
DPR% 0,87 0,39 0,87

DP: desvio padrao; DPR: Desvio padrao relativo (%); PT: polifenois totais.
Fonte: A autora (2024).

Tabela 28 - Robustez, parametro estabilidade da solu¢do nas raizes de A. hispidum.

Estabilidade D1 Padréao PT (%)

Média 0,407 0,448 2,367

DP 0,0006 0,0017 0,0034
DPR% 0,14 0,39 0,14

Estabilidade D2 Padréao TT (%)

Média 0,413 0,448 2,404

DP 0,0010 0,0017 0,0058
DPR% 0,24 0,39 0,24

DP: desvio padrao; DPR: Desvio padréao relativo (%); PT: polifenois totais.
Fonte: A autora (2024).

Tabela 29 - Robustez, parametro equipamento diferente nas raizes de A. hispidum.

Equipamento 1 Padrao PT (%)

Média 0,381 0,448 2,216

DP 0,0012 0,0017 0,0067
DPR% 0,30 0,39 0,30

Equipamento 2 Padrao PT (%)

Média 0,398 0,448 2,319

DP 0,0015 0,0017 0,0089
DPR% 0,38 0,39 0,38

DP: desvio padrao; DPR: Desvio padrao relativo (%); PT: polifenois totais.
Fonte: A autora (2024).

E importante destacar que os planejamentos foram realizados usando somente
as partes aéreas, pois eles exigem uma grande quantidade de material vegetal. Como
o material é de dificil acesso e limitado a uma determinada época do ano, esse foi um
dos principais motivos para continuar apenas com as partes aéreas. Além disso, as
partes aéreas possuem mais metabolitos do que as raizes. Assim, decidiu-se que o

estudo prosseguiria apenas com as partes aéreas.
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54 PLANEJAMENTO SIMPLEX CENTROIDE

Modelos matematicos foram ajustados e avaliados através de ANOVA e
coeficiente de determinagdo (R?), com o auxilio do programa computacional
Satatistica10 (Statsoft®, 2010). Foram testados os modelos linear, quadratico e
especial cubico. O modelo linear foi descartado, devido aos seus baixos valores de
R2, o que de certa forma é explicado, devido a natureza multifatorial que envolve os
fendmenos da extracdo. Dentre os demais modelos, o especial cubico foi o que

apresentou os melhores ajustes aos dados experimentais, com R2 proximos a 0,9.

Tabela 30 - Resultados obtidos no planejamento simplex centroide para as partes aéreas de A.

hispidum.
Exp Solventes (%) Variaveis Respostas

TH.0  MeOH  EtOH RS (%) PT (%) E.E (PT/RS)
1 1 0 0 0,64 (0,046) 8,51(0,020) 12,85 (0,946)
2 0 1 0 0,42(0,006) 6,75 (0,026) 15,51 (0,069)
3 0 0 1 0,09(0,015) 0,66 (0,000) 44,87 (3,230)
4 0,50 0,50 0 0,78(0,030) 3,95 (0,057) 14,92 (0,631)
5 0,50 0 0,50 0,76 (0,021) 12,28 (0,035) 16,12 (0,412)
6 0 0,50 0,50 0,17 (0,038) 5,26 (0,040) 27,17 (2,130)
7 0,33 0,33 0,33 0,62 (0,006) 0,80 (0,006) 15,93 (0,778)

H20: agua; MeOH: metanol; EtOH: Etanol; RS: Residuo Seco; PT: Teor de polifendis totais; E.E:
Eficiéncia de extragao pelo teor de polifendis.
Fonte: A autora (2024).

Tabela 31 - Modelos obtidos no planejamento simplex centroide para as partes aéreas de A.

hispidum.
Cubico especial
Respostas Modelos
F p (R%)
Residuo V=0,64x+0,41y+0,09z+1,00xy+1,56xz-0,33yz-
15,71 0,00011 0,9913
seco 0,33xyz
. v=8,19x+6,5y+3,8067z+17,12xy+24,76xz-
Polifendis 584 0,01111 0,9998
0,2534yz-25,07xyz
v=12,84x+15,51y+41,54z+2,96xy-
E.E. 20,73 0,00021 0,9603)

44 ,30xz+7,9yz-98,55xyz

E.E: Eficiéncia de extragdo pelo teor de polifendis.
Fonte: A autora (2024).
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5.4.1 Residuo seco

E possivel observar nos resultados que a utilizacdo de solventes organicos
puros proporcionou os menores rendimentos em solidos. Conforme as misturas foram
sendo formadas, os sistemas apresentaram maior eficiéncia extrativa resultando no
aumento do teor de substancias extraiveis. Portanto, os dados revelam que as
misturas binarias, compostas por agua: metanol e agua: etanol 50% (v/v) foram
encarregadas pelos maiores rendimentos dos solidos, visto que essas solugdes sao
compostas por solventes polares e apolares, indicando que essas misturas de
solventes possuem uma capacidade de extrair as substancias organicas e hidrofilicas
presentes nas partes aéreas de A. hispidum. Com isso, a extracao utilizando as
misturas hidroalcoolicas tiveram uma maior capacidade de extragdo, pois através
destas foi possivel extrair compostos polares ou hidrofilicos da fase organica para a
fase aquosa, ou vice-versa, dependendo da solubilidade desses compostos para cada
soluto.

Nas circunstancias apresentadas, os RS obtidos foram 0,78 + 0,030% (3,8%) e
0,76 + 0,0208% (2,8%) para as misturas binarias agua: metanol e agua: etanol,
respectivamente. Essas misturas ndo apresentam diferencas estatisticas
significativas em relag&do os valores de residuo seco realizado através do teste t. Vale
ressaltar que o emprego dos solventes organicos puros, metanol e etanol; resultaram
na reducao da capacidade extrativa do sistema com piora no rendimento de sdlidos,
cujos valores foram de 0,42 + 0,0058% (1,4%) para o metanol e 0,09 + 0,0153%
(16,4%) para o etanol. Isso demonstra que a utilizagdo desses solventes isoladamente
possui uma baixa seletividade para a extragdo dos componentes dessa matriz, visto
gue estes solventes isoladamente teriam apenas a capacidade de extrair compostos
organicos ou hidrofilicos quando utilizado solventes de maior ou menor polaridade.

Para a avaliagdo do comportamento do residuo seco, os modelos matematicos
foram empregados na geracao do grafico de contornos (Figura 28A). A dependéncia
do RS de diversos termos do modelo foi comprovada pelo grafico de efeitos
padronizados ou de Pareto (Figura 29B). Nele € possivel observar que os fatores
lineares: agua (+37,75) e metanol (+24,78) foram os termos que exerceram maior
influéncia, ambos contribuindo para o aumento do teor de RS nos extratos. Além disso,
também apresentaram interacdo positiva as misturas dgua: etanol (+18,78) e agua:

metanol (+12,12). Ainda de acordo com a superficie do grafico de contorno, destaca-
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se regiao de coloragdo mais avermelhadas que corresponde as condigbes mais

apropriadas para maximizar o rendimento do RS.

Figura 28 - Graficos de contomo (A) e de Pareto (B) para os teores de residuo seco nas diferentes
‘ composicoes de misturas testadas.
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Fonte: A autora (2024).

Para o desenvolvimento tecnolégico de uma formulagéo, sobretudo formas
soélidas faz-se necessario estudos acerca de operagdes de secagem a qual o residuo
seco esta diretamente relacionado. Sendo assim, o RS tem papel importante para o
sucesso da viabilidade de produtos e esta relacionado a capacidade extrativa dos
componentes naquele solvente a partir da matriz. Porém, o residuo seco nao
demostrou uma correlagdo direta com 0s componentes quimicos extraidos da
amostra, pois uma determinada substancia pode ter maior afinidade por um solvente,
ndo sendo necessariamente aquele que resulta em maior teor de solidos (Cunha et
al., 2009).

5.4.2 Polifendis totais

Considerando a relevancia do teor de marcadores para a manutengdo das
propriedades biologicas e para garantia da reprodutibilidade da qualidade dos
derivados da matéria-prima vegetal, a investigagdo do teor de fitoquimicos €
fundamental durante o processo de desenvolvimento e avaliagcdo das operacdes e
condicoes de preparacdo de extratos vegetais. De acordo com os resultados
encontrados, o teor de polifendis foi menos sensivel a utilizagdo dos solventes

organicos puros, em comparag¢ao com as combinacodes de solventes. Considerando
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as misturas binarias, a combinagdo de agua: etanol 12,28 + 0,3500 g% (2,85%) foi
responsavel pelo maior rendimento em teor de polifendis totais. E possivel evidenciar
através dos dados contidos na tabela 32 que a presenca da dgua nas misturas binarias
exibiu uma maior relevancia, para a extragdo dos compostos pertencente a classe dos
polifendis.

Como também foi destacado para o residuo seco, a analise estatistica do
modelo matematico e o grafico de Pareto, mostrou a importancia de diversos fatores
sobre o teor de polifenois (Figura 29B). Neste contexto, os termos lineares: agua
(+386,13), metanol (+306,27) etanol (+179,37), apresentaram influéncia positiva. Além
disso, os fatores de interacao das misturas binarias etanol: 4gua (+238,03) e metanol:
agua (+164,61) também se destacaram positivamente. Com isso, foi possivel inferir
que as misturas também impactam favoravelmente sob a resposta do teor de
polifendis. A avaliagdo do grafico de contorno denota a destacada contribuicdo das
misturas dos solventes (agua :etanol e agua: metanol) sobre a resposta (Figura 30A),
conforme demonstrado pela analise estatistica através do grafico de Pareto (Figura
30B).

Figura 29 - Graficos de contomo (A) e de Pareto (B) para os teores de polifendis nas diferentes
composi¢oes de misturas testadas

(B)MEOH
AC
(C)ETOH
AB

ABC

BC

0,00 0,25 0,0 0,75 1,00

Fonte: A autora (2024).

E notdria a contribuicdo da agua para o aumento do rendimento de polifenois
totais nos extratos. Merece destaque, ainda, o efeito sinérgico das misturas binarias,
ou seja, o efeito positivo da combinagdo de agua com os outros solventes sobre a
extracao de polifendis. Os resultados podem ser explicados pela natureza das

principais classes de compostos relatados para espécie, apresentando carater de
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hidrofilico a polaridade intermediaria, decorrente do seu elevado numero de hidroxilas
que apresentam em suas estruturas (Bezerra et al.,, 2018; Quideau et al.,, 2011;
Simoes, 2001; Simdes et al., 2016).

5.4.3 Eficiéncia de extracao

A eficiéncia de extragdo € uma medida que relaciona o teor de marcadores com

o teor de solidos de cada extrato. Essa medida permite avaliar a quantidade e a
composicao das substancias extraidas que formam os residuos solidos de cada
extrato (Cunha et al., 2009). De acordo com os resultados apresentados na Tabela
30, observa-se que o uso do solvente organico etanol puro proporcionou uma maior
eficiéncia de extragdo de polifendis, ou seja, o emprego de etanol permitiu que a
proporcao dos compostos de interesse nos soélidos resultantes do processo extrativo.
A analise do grafico de contorno demonstra o comportamento inverso ao
observado para os dados de residuo seco e teor de marcadores. O aumento do
rendimento de solidos nao correspondeu ao aumento proporcional de compostos de
interesse, ao mesmo tempo que, a melhor resposta do teor de marcadores nao se

traduziu em maior enriquecimento (m/m) dos soélidos extraiveis.

Figura 30 - Graficos de contorno e de Pareto para eficiéncia de extragdo nas diferentes composi¢oes
de misturas testadas.
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Fonte: A autora (2024).

A principal contribuicdo da eficiéncia de extracdo é avaliar a presenca de
proporcionalidade entre a extracdo de solidos e de compostos, com o intuito de

otimizar condicbes de extracao (métodos, solventes, concentragdes, etc.), que



102

assegurem o maior grau de enriquecimento dos extratos finais, sem que outras

caracteristicas tecnologicamente relevantes sejam desconsideradas.

5.4.4 Anélise fitoguimica das solucdes extrativas por CCD-AE

Com a finalidade de determinar qualitativamente as amostras obtidas pelo
planejamento de misturas, foi realizada uma analise por cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia (CCDAE), sendo possivel identificar variagdes do perfil
quimico das diferentes solugbes extrativas. Como a espécie em questao estudada
ainda ndo possui um marcador especifico, para essa pesquisa foram utilizados
padrées das classes de flavonoides (rutina e quercetina) e derivados cinamicos (acido
cafeico e clorogénico).

A maioria das solugdes extrativas obtiveram perfis similares contendo as
mesmas bandas, porém de intensidade diferente em cada uma das solugdes
aplicadas. As solugdes extrativas 1 e 3 apresentaram um perfil um pouco diferente
das demais amostras (Figura 31).

Observando as bandas encontradas nas amostras e comparando com as
bandas encontradas para os padrdes avaliados, podemos observar que o perfil das
bandas correspondentes a rutina e ao acido cafeico podem ser evidenciadas em
algumas das solucdes extrativas e com intensidades diferentes. Com isso é possivel

constatar a seletividade nos diferentes sistemas de extragcao utilizado.
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Figura 31 - Analise cromatografica para dos extratos obtidos por planejamento simplex centroide.

Fonte: A autora (2024).

5.5 OTIMIZACAO DA SECAGEM POR ASPERSAO

A otimizacdo do processo foi realizada com a finalidade de selecionar as
melhores condigcdes de secagem na qual foram empregados diferentes fluxos de
alimentacao (0,6, 0,8 e 1,0 L/h) e diferentes temperaturas de entrada (110, 130 e 150
°C).

5.5.1 Rendimento

Ao avaliar o rendimento nos experimentos realizados foi possivel observar que
as diferentes temperaturas utilizadas ndo apresentaram grandes impactos ao
rendimento do processo. Porém, & possivel observar que nos experimentos 3, 6 € 9
(Figura 32) apresentaram um maior rendimento e estes experimentos possuiam o
mesmo fluxo de alimentagdo equivalente a 1 L/h. Isso implica dizer que quanto maior

o fluxo de alimentagcdo maior o rendimento independente da temperatura utilizada.
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Figura 32 - Rendimento das analises das condi¢bes de secagem por spray dryer.
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Fonte: A autora (2024).

Geralmente, os rendimentos podem ser considerados proveitosos quando
obtiverem valores préximos a 50%. No caso desse estudo, o teor de sélidos obtido
apos a elaboracao do extrato das partes aéreas de A. hispidum foi muito baixo, ndo
sendo considerado eficiente. Nesse aspecto, alguns fatores podem ser modificados,
com o intuito de aumentar o rendimento do processo de secagem por spray dryer e
entre os parametros relatados na literatura podemos destacar a adi¢ao de adjuvantes
de secagem, onde pode-se variar o tipo e a propor¢ao utilizada (Martins et al., 2013;

Oliveira; Petrovick, 2010a; Soares, 2002).
5.5.2 Umidade residual

Além de obter produtos intermediarios, tais como: pds para incorporacdo em
liquidos, semissolidos e sélidos, o processo de secagem tem como proposito conferir
uma maior estabilidade, seja ela microbioldgica ou fisico-quimica ou ainda em facilitar
manuseio e acondicionamento dos ativos. Desse modo, a umidade residual € um fator
indispensavel a ser avaliado pois o elevado teor de 4gua no produto seco por aspersao
pode indicar que o processo de secagem nao foi satisfatério e isso pode levar por
exemplo: a proliferagdo de microrganismos ou a degradagcdao quimica de alguns
compostos presentes na amostra. A umidade residual também pode influenciar nas
condicbes de secagem, como a temperatura de entrada e de saida. Quando a

temperatura de entrada € menor, a remogao do solvente é prejudicada, o que faz com
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gue a umidade residual se mantenha (Arpagaus et al., 2018; Couto et al., 2011; Klein
et al., 2015).

Os extratos secos sdo preparagdes solidas que, segundo os compéndios
oficiais, devem ter no maximo 5% de umidade residual (Couto et al., 2012; Peixoto;
Freitas, 2013). Neste trabalho, avaliou-se a umidade residual do produto seco por
aspersao a partir das partes aéreas de A. hispidum, utilizando 10% de adjuvante
(Aerosil®) em todos os experimentos de secagem, para além de auxiliar no processo,
facilitar a retirada da umidade. A umidade residual do produto variou entre 2,07 e
5,77%, ficando proxima ao limite de 5% (Figura 33), e esses valores indicam uma boa
estabilidade do produto seco por asperséao e sugerem que o processo foi eficiente na

remocao do solvente.

Figura 33 - Umidade residual das condi¢des de secagem por spray dryer
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Fonte: A autora (2024).

5.5.3 Teor de polifendis (TP)

Além do rendimento e umidade residual, os teores das substancias marcadoras
também foram quantificados com o intuito de avaliar qualquer tipo de variagado que
possa interferir na qualidade do extrato seco das partes aéreas de A. hispidum. A
quantificacado desses compostos, foi realizada por espectrofotometria UV-VIS,

seguindo as metodologias usadas para avaliar as solugdes extrativas (Figura 34).
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Figura 34 - Teor de polifendis das analises das condi¢des de secagem por spray dryer.
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Fonte: Da autora (2024).

O experimento de secagem 7 obteve o maior teor de polifendis entre os
testados, mas os experimentos 1, 2 e 3 também apresentaram bons resultados. Esses
trés experimentos tiveram em comum a temperatura de entrada de 110 °C, o que pode
ter influenciado na preservacdo dos compostos fendlicos. No entanto, os
experimentos 3 e 6, que apresentaram fluxo de alimentacdo de 1 L/H, também nao
mostraram diferenca no teor de polifendis. Além disso, eles apresentaram
rendimentos e valores de umidade residual semelhantes, indicando que o fluxo de
alimentacao foi um fator determinante para o desempenho da secagem, corroborando
com os valores encontrados para o rendimento de secagem.

Apoés a finalizagdo das analises, que possibilitou verificar as condi¢des ideais
para a secagem dos extratos das partes aéreas do A. hispidum determinou-se a

utilizagao da temperatura de entrada de 110°C e o fluxo de alimentacao de 1L/H.
5.6 OTIMIZACAO DE ADJUVANTE

Os adjuvantes de secagem sao substancias que adicionadas a solugao
extrativa tem como finalidade melhorar o processo de secagem, e podem atuar no
rendimento do processo, na estabilidade dos componentes ativos e em algumas
propriedades fisico-quimicas. Alguns exemplos de adjuvante de secagem sao:

celulose microcristalina, dioxido de silicio coloidal, amido, goma xantana, gelatina,
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entre outros. Para a determinagédo do adjuvante foi realizado um novo planejamento
de misturas (Tabela 32) e com base nesses dados foram construidos modelos

matematicos e realizada a avaliagdo por anova e do coeficiente de determinagao (R?).

Tabela 32 - Rendimento (%), umidade residual e teor de polifendis por espectrofotometria UV-Vis das
partes aéreas de A. hispidum.

Exp Solventes (%) Variaveis Respostas
Aerosil celulose gelatina Rend (%) UR (%) PT (%)
1 1 0 0 44,30 3,28 7,42
2 0 1 0 44,88 3,16 8,44
3 0 0 1 31,17 4,58 8,58
4 0,50 0,50 0 51,80 3,34 8,04
5 0,50 0 0,50 45,45 3,01 8,56
6 0 0,50 0,50 42,71 4,47 8,36
7 0,33 0,33 0,33 42,71 2,80 8,04

UR: Umidade Residual; PT: Teor de polifendis totais; Rend.:Rendimento.
Fonte: A autora (2024).

Os extratos secos das partes aéreas de A. hispidum foram obtidos com
diferentes adjuvantes de secagem e caracterizados quanto a umidade residual e ao
teor de polifendis. A tabela 32 mostra o rendimento de secagem dos extratos apoés o
processo, em que maiores rendimentos foram observados nos experimentos 4
(51,80%) e 5 (45,45%), que utilizaram diéxido de silicio coloidal como adjuvante. Esse
adjuvante pode ter favorecido a formacgao de particulas mais secas e estaveis (Figura
35), e os baixos rendimentos podem estar relacionados aos equipamentos de
bancada utilizados na preparacdo dos extratos, que apresentaram baixo teor de
sélidos na extragdo. A adicdo de adjuvantes de secagem nao foi suficiente para

aumentar significativamente o rendimento dos extratos.
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Figura 35 - Extrato seco por aspersao nos diferentes experimentos de secagem.
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Fonte:A autora (2024).

5.6.1 Umidade Residual

Ao avaliar o efeito dos fatores da umidade residual, do experimento de
secagem com os trés adjuvantes apenas as respostas lineares ultrapassaram a linha
de significancia no grafico de efeitos padronizado (Figura 36B). Os efeitos que
ultrapassaram a linha de significancia foram os lineares de cada adjuvante: celulose
(+440,1), Aerosil (+439,5) e gelatina (+433,65), indicando que esses adjuvantes
atuaram de forma isolada na retirada da umidade final do produto. Entre as misturas
binarias e ternaria, apenas a combinac¢ao de Aerosil e gelatina (+3,43) e a mistura dos
trés adjuvantes (+2,79) apresentaram efeitos positivos, mas com valores muito baixos.
As misturas binarias que continham celulose tiveram efeitos negativos: celulose e
gelatina (-2,27) e Aerosil e celulose (-0,45). Esses resultados sugerem que a celulose
ndo foi um bom adjuvante de secagem para os extratos de A. hispidum.

Apesar dos valores elevados dos fatores lineares, a resposta da mistura binaria
apresentou maior impacto, que pode ser confirmada pelo gréfico de contorno (Figura
36A), onde a regiao mais avermelhada corresponde a mistura composta por gelatina:
Aerosil. A gelatina € um polimero natural que pode ser usado como adjuvante de
secagem, pois apresentou bons resultados na reducdo da umidade residual dos
extratos. Além disso, a gelatina pode ser combinada com o DSC, um adjuvante de
secagem muito utilizado por seu alto poder dessecante e sua capacidade de manter

a estabilidade do produto seco final. Essa combinacdo pode ser ideal para a
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elaboracdo das formulagcbes contendo extratos secos das partes aéreas de A.

hispidum.

Figura 36 - Grafico de contomo (A) e grafico de pareto (B) para a umidade residual nas diferentes
composigoes de misturas de adjuvantes de secagem testadas.
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Fonte: A autora (2024).

5.6.2 Teor de Polifenois Totais

Os resultados mostraram que os fatores lineares tiveram influéncia positiva no
teor de polifendis, o que esta de acordo com os resultados encontrados para a
umidade residual, indicando que os adjuvantes ajudaram a preservar os compostos
fendlicos dos extratos. A gelatina apresentou o maior valor (+129,13) e a mistura
binaria composta por gelatina: Aerosil (+5,85), também apresentou resposta positiva,
embora o valor nao tenha ultrapassado a linha de significancia do grafico de efeitos
padronizados (Pareto).

Figura 37 - Grafico de contomo (A) e grafico de Pareto (B) para o teor de polifendis nas diferentes

composicoes de misturas de adjuvantes de secagem testadas.
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As misturas binarias contendo celulose e a ternaria apresentaram respostas
negativas (-2,28) e (-2,52), respectivamente. Isso implica dizer que esses adjuvantes
quando combinados causam uma diminuicdo no teor de polifendis. Através da
superficie de resposta foi possivel evidenciar que a mistura de Aerosil: gelatina e a
gelatina sozinha, apresenta as melhores respostas (Figura 37B). Isso pode ser
observado pela regido avermelhada de maior intensidade no gréfico de contorno
(Figura 37A), que indica um maior teor de polifendis nos extratos secos. Essa mistura
pode ter favorecido a protecdo dos compostos fendlicos durante o processo de
secagem.

Apos a realizacdo das analises para a escolha dos adjuvantes de secagem,
ficou definida a utilizagcdo de uma mistura binaria composta por aerosil: gelatina, pois
apresentou os melhores rendimentos de secagem, mostrou valores satisfatorios para
a umidade residual e para o teor de marcadores. Tais processos levaram a obter um
extrato seco por aspersdo (ESA) com caracteristicas ideais e que garantam a

qualidade do produto.

5.6.3 Analise fitoquimica dos extratos brutos e fracdes

Através da cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia, foi possivel
realizar a analise qualitativa dos extratos e fragcées partes aéreas e raizes do A.
hispidum. No extrato das partes aéreas, verificou-se a presenca de flavonoides,
taninos hidrolisaveis e derivados cinamicos. A Figura 38 mostra a placa obtida para a
analise do extrato bruto e fragdo das partes aéreas de A. hispidum. A coloragao mais
intensa da fragdo acetato de etila indica uma possivel maior concentracdo de
compostos fendlicos, como flavonoides, taninos hidrolisaveis e derivados cinamicos
nesse derivado, evidenciando o enriquecimento na fragcao acetato de etila por meio de

uma extracao seletiva, que separou os compostos mais polares do extrato bruto.
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Figura 38 - Analise cromatografica dos extratos e fracdes das partes aéreas e raizes de A. hispidum.

A1: Extrato bruto raizes, A2: Fragédo hexano Raizes; A3: Fragao acetato de etila; A4: Fracdo aquosa
residual raize; A5: Extrato bruto partes aéreas, A6: Extrato seco por aspersao partes aéreas; A7:
Fracdo hexano partes aéreas; A8: Fracao acetato de etila; A9: Fragado aquosa residual partes aéreas;
P1: Rutina e quercetina; P2: acido cafeico e acido clorogénico; P3: acido galico.

Fonte: A autora (2024).

As bandas que correspondem as raizes de A. hispidum nao evidenciaram um
enriqguecimento dos compostos fendlicos na fragdo obtida, indicando possivelmente
gue os compostos marcadores da espécie estao distribuidos de forma homogénea no

extrato bruto das raizes.

5.7 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Dentre as leveduras mais colonizadas no corpo humano, podemos destacar a
espécie de Candida, que pode causar infeccbes oportunistas ou sistémicas
(Kobayashi-Sakamoto et al., 2018). O potencial antifungico dos extratos e fragdes de
A. hispidum foi averiguado frete a duas espécies de Candida e os valores das
CIM/CFM estéo descritos na Tabela 33.

Tabela 33 - Concentragao Inibitéria Minima e Concentragao fungicida Minima para extratos
brutos/fragbes de A. hispidum.

CIM/CFM
Cepas EB Fact FH
C. auris 500 250 125
C. glabrata 500 250 125

EB: Extrato bruto; Fact: fragcdo acetato de etila; FH: fragdo hexano.
Fonte: A autora (2024).



112

Para a atividade antifungica, o extrato bruto de A. hispidum apresentou uma
CIM e CFM de 500 pg/mL para as duas cepas testadas C. auris e C. glabrata. Ja as
fracdes acetato de etila (Fact) e a fracao hexano (FH) apresentaram concentragoes
de CIM e CFM de 250 pg/mL e 125 pg/mL respectivamente.

Devido a presenca dos compostos fendlicos na espécie estudada, estes podem
estar relacionados a atividade antifungica, pois tais substancias sao descritas como
sendo inibidoras do crescimento das leveduras (Coker; Oaikhena; Ajayi, 2021;
Ogundele et al., 2021).

Alguns estudos com a espécie A. hispidum s&o relatadas na literatura
demonstrando bons resultados frente a outras espécies de Candida. Vale salientar
que as fracdes apresentaram resultados mais promissores do que o0s extratos,
indicando que o enriquecimento favoreceu a agao (Basile et al., 2016; Houngbéme et
al., 2015).

5.8 TOXICIDADE IN VITRO FRENTE A NAUPLIOS DE ARTEMIAS SALINA

A utilizacdo de plantas medicinais estad entre as causas mais frequentes de
intoxicagdo, que por muitas vezes estdo associadas a identificagdo equivocada,
mistura de espécies ou ainda produtos a base de plantas medicinais que nao foram
testados quanto a sua toxicidade (Mezzasalma et al., 2017).

Apesar de existirem relatos do uso de A. hispidum pela populacdo, ha poucos
estudos acerca da toxicidade dessa espécie. O efeito toxico avaliado neste bioensaio,
consiste na morte ou perda da capacidade de movimentacao das larvas apds 24 horas
de incubacao. Os resultados obtidos do teste de toxicidade frente aos nauplios de

Artemia salina estao descritos na Tabela 34.

Tabela 34 - Toxicidade frente a Artemia salina nos extratos brutos de A. hispidum.
Concentracdo (ug/mL)| N°inicial de artémias | N° de artémias mortas | Mortalidade

1000 10 7 0,7
750 10 5 0,5
500 10 4 0,4
250 10 3 0,3
100 10 0 0
75 10 0 0
50 10 0 0
25 10 0 0

10 10 0 0
5 10 0 0

Fonte: A autora (2024).



113

Ao final desse teste foi possivel observar que nao houve mortes dos nauplios
de A. salina no controle negativo, apos 24 h, indicando que o solvente utilizado €&
inativo a esse microcrustaceo e as mortes observadas foram resultado apenas do
extrato bruto das partes aéreas do A. hispidum.

Para anélise dos dados obtidos foi utilizado o modelo logit, sendo possivel obter
um grafico para avaliar a toxicidade dos extratos brutos de A. hispidum (Figura 39),
em que os dados representados por (X) mostram a propor¢do da mortalidade em cada
concentragdo e que a linha vermelha indica a previsdo do modelo logit para a
probabilidade da mortalidade em fungéo da concentragdo. A linha pontilhada indica a
concentracao estimada da CLso igual a 595,88 pug/mL, esse valor demonstra que os

extratos apresentam uma baixa toxicidade.

Figura 39 - Curva de concentracdo/resposta da mortalidade do extrato bruto de A. hispidum
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Fonte: A autora (2024).

Segundo o estudo da toxicidade em partes aéreas de A. hispidum descritos por
(Ganfon et al.,, 2012; Houngbémeé et al., 2015) os extratos ndo apresentaram

toxicidade em camundongos em dose de 2.000 mg/kg.
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5.9 AVALIACAO PRELIMINAR DAS FORMULACOES DOS HIDROGEIS

5.9.1 Avaliagado do pH, viscosidade e caracteristicas macroscopicas das

formulagdes preliminares

Cada tipo de polimero utilizado possuia uma finalidade especifica para a
finalidade desejada, ou seja, para aplicagdo nasal. Os Pluronics de forma geral foram
escolhidos devido a sua caracteristica de termossensibilidade, ou seja, a sua
capacidade de transicao sol-gel, sendo liquido em temperatura ambiente, facilitando
0 processo de aplicacao, pulverizacao do hidrogel e ao chegar na cavidade nasal, ele
torna-se gel devido a temperatura corporal. A quitosana de peso molecular
intermediario, foi escolhida devido a sua capacidade de mucoadesao, pois devido ao
movimento dos cilios presentes na regido nasal para a remog¢do do muco, a
caracteristica de mucoadesao se torna algo importante no processo.

Ao total foram elaboradas 19 formulacdes de hidrogel termossensivel que estao
descritas no Quadro 5. Ao serem analisadas apos 24h, alguma dessas formulagdes
ndo apresentaram a formacao do estado de transicao sol-gel e isso pode ter se dado

devido a proporcao do polimero utilizada para a elaboracédo das formulagoes.

Quadro 5 - Formulagbes prévias para um mapeamento dos hidrogeis termossensiveis

Formulagéao Polimeros Formulagéao Polimero
] Pluronic F127 + » Pluronic F127+F68+ Carbopol
Quitosana (50/50) 940 (75/25)
Pluronic
2 F127+F68+ 12 Pluronic F127+F68
Quitosana
Pluronic
Pluronic F127+F68(18:2) +
3 F127+Carbopol 13
Quitosana
940
Pluronic
Pluronic F127+F68 (18:2) +
4 F127+F68+ 14
Carbopol 940
Carbopol 940
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Pluronic
Pluronic F127+F68 (14:6) +
5 F127+F68+ 15
Quitosana
Quitosana (50/50)
Pluronic
Pluronic F127+F68 (16:4) +
6 F127+F68+ 16
. Carbopol 940
Quitosana (75/50)
; Pluronic F68 + 17 Pluronic F127+F68 (14:6) +
Carbopol 940 Carbopol 940(0,1%)
_ Pluronic F127+F68 (14:6) +
8 Pluronic F127 18
Carbopol 940 (0,5%)
9 Pluronic F127+ 19 Pluronic F127+F68 (14:6) +
Quitosana (75/25) Carbopol 940 (0,75%)
Pluronic
10 F127+Carbopol -- --
940 (75/25)

Fonte: A autora (2024).

Das 19 formulagcbes obtidas apenas 9 delas foram avaliadas, pois essas
apresentaram bons resultados em relacdo a seu estado de transicédo sol-gel, tais
formulagdes, que conseguiram realizar a transi¢cdo do estado solucao para a estado

gel, estdo reunidas na Figura 40.

Figura 40 - Formulagdes dos hidrogéis que conseguiram formar a transicdo Sol-Gel.

»

Fonte: A autora (2024).
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O pH das formulagbdes foi obtido com o intuito de verificar algum tipo de
alteracdo ap0s a preparagao e se essas estariam de acordo com a pH ideal aplicado
na regidao nasal. Os resultados dos valores de pH estao apresentados na Figura 41.
Merece destaque a formulacdo 8, composta apenas por Pluronic F 127, que
apresentou o melhor valor de pH para aplicagao nasal, que deve estar entre 5,5 e 6,5.
Formulacdes com valores proximos a este apresentardo boa aceitabilidade pela

regido nasal, mantendo constante a formagdo da malha do gel, € ndo causando

irritacdo.
Figura 41 - Avaliagao do pH das formulagdes apos 24h.
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Fonte: A autora (2024).

Em relac&o a analise da viscosidade das 9 formulagdes, apenas em 7 delas foi
possivel realizar a viscosidade, seus graficos estdo expostos na Figura 42. As
formulagcbes apresentaram um comportamento pseudoplastico, caracteristico de

hidrogéis.
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Figura 42 - Grafico dos de viscosidade dos hidrogeis obtidos da avaliagao preliminar.
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Fonte: A autora (2024).

As formulagdes 8, 10 e 11 foram as que apresentaram o melhor perfil em
relacdo ao grafico de viscosidade, todas possuem o Pluronic F127 em sua
composicao e as formulagdes 10 e 11 eram compostas também por Carbopol 940.

Ressalta-se que as formulagées que possuem quitosana em sua composi¢ao
apresentaram grumos e nao tiveram uma boa homogeneidade dos seus constituintes,
além da necessidade de ajuste de pH para poder realizar aplicagédo nasal. As
formulagdées contendo F68 apresentaram a formacdo do precipitado, conforme ja
descrito na literatura, sendo assim, as formulagdes que possuem quitosana e F68 em
sua composicao foram descartadas. Ao final, deu-se seguimento com as formulagcdes

8 e 10 que foram renomeadas de formulagéo 1 e 2.

5.9.2 Teste de centrifugacao/ ciclo gelo —d’gelo

A estabilidade das formulagoes frente ao ciclo gelo/degelo é influenciada por
alguns fatores, tais como a composi¢do da formulagdo bem como as condigdes de
congelamento e descongelamento (Mcclements; Jafari, 2018). Ambas as formulagdes
apresentaram estabilidade apos a realizagcdo do ensaio de ciclo/degelo, sendo
evidenciada a manutenc¢ao de cor e homogeneidade durante o periodo testado.

O ensaio de resisténcia a centrifugagdo nos mostra informacgdes rapidas acerca
da estabilidade, e, que através do aumento da for¢ca da gravidade, possibilita a

movimentagao das particulas, que podem ocasionar uma precipitacao, separacao de
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fases, sedimentacao ou até coalescéncia (Roland et al., 2003; Samrudhi; Ravikumar,
2016). Ambas as formulag¢des ndo apresentaram nenhuma instabilidade nesse ensaio,

indicando boa estabilidade em condi¢cdes de estresse.

5.9.3 Estudo de estabilidade

5.9.3.1 Avaliagao das caracteristicas macroscépicas

Durante o estudo de estabilidade acelerada, as formulagdes desenvolvidas
foram avaliadas macroscopicamente e foi observado o comportamento em diferentes
temperaturas. Todas as formulacdes apresentaram aspecto liquido ou pouco viscoso
nas temperaturas de 4 °C, e, ao aquecer a formulagéo a 37 °C, todas transformaram-
se em gel e apresentaram carater viscoso, assim as formulagdes sdo consideradas
termosenssiveis, pois possuem a capacidade de sofrer a transicao solugdo-gel, com
0 aumento da temperatura. Isso se da devido a presenca do Pluronic F127 em sua
COmMposIGao.

Ao adicionar a formulagdo 2 o extrato bruto (F2EB), houve a formagao do
precipitado ja evidenciado nos primeiros dias, o que pode indicar alguma
incompatibilidade da formulagdo 2 com o extrato bruto. O precipitado apareceu em
pouca quantidade e permaneceu com a mesma quantidade até os ultimos dias de
analise. Vale ressaltar que o aparecimento do precipitado da formulacdo F2EB que foi
armazenada na geladeira, demorou um pouco mais a aparecer o precipitado,
indicando que o armazenamento a temperatura de 4 °C foi mais eficiente. Nas demais
formulagdes nao houve evidéncia de formagao de precipitado.

E importante destacar que as formulacdes F1EB e F2EB armazenadas a
temperatura ambiente e exposta a luz, apresentaram uma mudanca sutil quanto a sua
coloracao. Sendo essas as unicas formulagdes que ficaram expostas a luz, podemos
inferir que a exposi¢ao a luz pode causar algum tipo de oxidagdo dos compostos,
mesmo que pequenas. Dessa forma, é ideal que as formulagdes sejam armazenadas
em frascos de vidro ambar, com o intuito de evitar qualquer tipo de degradacao ou
oxidagao dos compostos. As formulagdes F2 que contém Carbopol 940 apresentaram
aspectos mais viscosos que as formulagées apenas com Pluronic F127.

Os resultados das caracteristicas macroscopicas estdo sumarizados na Tabela
35.



Tabela 35 - Avaliagao das caracteristicas macroscopicas do hidrogéis termossensiveis contendo extratos de A. hispidum.

Temperatura Formulacdo Dial Dia7 Dial5 Dia30 Dia60 Dia90 Dia1l20 Dial50 Dia 180
F1CC TP TP TP TP TP TP TP TP TP
F1SC TP TP TP TP TP TP TP TP TP
AMBIENTE F2CC TL TL TL TL TL TL TL TL TL
(25°C) F2SC TL TL TL TL TL TL TL TL TL
F1EB TP,A TP,A TP,A TP,A TP,A TP,A TP, A TP, A TP, A
F2EB TL, A* TL,A* TL,A* TL,A* TL, A* TL A TL,A* TL, A* TL, A*
F1CC TP TP TP TP TP TP TP TP TP
F1SC TP TP TP TP TP TP TP TP TP
ESTUFA F2CC TL TL TL TL TL TL TL TL TL
(35°C) F2SC TL TL TL TL TL TL TL TL TL
F1EB TP.A TP.A TP.A TP.A TP.A TP.A TP.A TP. A TP. A
F2EB TL, A* TL,A* TL,A* TL,A* TL, A" TL A TL, A" TL, A* TL, A*
F1CC TP TP TP TP TP TP TP TP TP
F1SC TP TP TP TP TP TP TP TP TP
GELADEIRA F2CC TL TL TL TL TL TL TL TL TL
(4 °C) F2SC TL TL TL TL TL TL TL TL TL
F1EB TP,A TP,A TP,A TP,A TP,A TP,A TP,A TP, A TP, A
F2EB TL,A TL, A TL,A* TL,A* TL,A* TL A" TL A" TL, A* TL, A*

F1: Formulagdo 1; F2: Formulacao 2; EB: Extrato Bruto; CC: Com conservante; SC: Sem conservante; TL: Translucido; TP: Transparente; A: amarelo;

*Precipitacao.
Fonte: A autora (2024).
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5.9.3.2 Avaliacao da transicao de fase (Sol-Gel)

Todas as formulagdes conseguiram realizar a transi¢do do estado solugéo para
o estado gel, em ambas as metodologias testadas, tanto a inversao de tubo quando a

da barra magnética, demonstrando que sédo termossensiveis (Tabela 36).

Tabela 36 - Avaliacdo do estado de transicao sol-gel das formulag¢des de A. hispidum.

Formulacdo | Temperatura Tempo

F1CC 30,2°C

F1SC 31,7°C 6 a 3 min

F2CC 28,4°C

F2SC 25,9°C

F1EB 28,8°C 4 min

F2EB 25,2°C

F1: Formulagdo 1; F2: Formulagao 2; EB: Extrato Bruto; CC: Com conservante; SC: Sem
conservante.

Fonte: A autora (2024).

E possivel observar que as formulagdes F1 formaram o gel em tempo maior e
uma temperatura menor, a uma temperatura de 37 °C e retornaram rapidamente ao
seu estado de solugao; ja as formulagées do grupo F2, formaram o gel em uma
temperatura de 38 a 39 °C, também demonstraram uma maior estabilidade,
necessitando de um tempo maior para retornar para o seu estado de solugao. Isso
implica dizer que o Carbopol 940 presente nas formulagdes do grupo 2 conferiram
uma maior estabilidade.

Em relagdo as caracteristicas de transicao sol-gel, ela se da principalmente
pela presenca de copolimero em bloco, o Pluronic F127, uma vez que em baixas
concentracoes ele apresenta esse efeito, de em baixas temperatura apresenta-se em
forma de solucdo e em temperaturas superiores a 35 °C promove a formacao do gel;
e, mesmo ao incorporar a formulagcdo o extrato bruto, manteve as caracteristicas de
transicao.

O estado de transicdo sol-gel dos hidrogéis termossensiveis nasais €
importante pois ao serem aplicados na regido nasal devem conferir seu estado gel
para a liberagao controlada do ativo. Normalmente a cavidade nasal apresenta uma

temperatura de 35 a 37 °C, temperatura corporal, que podera ser alterada quando
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estiver sobre alguma enfermidade, podendo chegar a temperaturas superiores a
temperatura corporal, sendo ideal para a formagao do gel e entrega controlada do

ativo.

5.9.3.3 Avaliagao do pH

Em relag&o a avaliagdo do pH das formulagdes durante a estabilidade, tanto as
formulagcdes base quanto as incorporadas com extrato bruto, mantiveram seu pH entre
5,0 e 6,5, como é possivel visualizar na Tabela 37. Vale salientar que mesmo com
variagdes ao longo dos 360 dias de avaliagao, as preparagdes se mantiveram dentro
da faixa acida desejavel para a regiao nasal (lllum, 2002).

O pH das formulagdes do grupo 2, que durante o seu preparo tiveram a adigao
de hidréxido de sodio 5% (p/v), nao apresentaram grandes alteragcdes em seu pH ao
longo dos dias da avaliagao, mantendo o valor dentro da faixa esperada, compativel
com a regiao nasal. Tanto as formulagdées F1 quanto as F2 ao serem incorporadas do
extrato bruto apresentaram uma reducdo nos valores de pH, indicando que a
incorporagéo contribuiu para a variagdo do pH da formulagdo, mas os valores se
mantiveram dentro da faixa esperada.

Em relacao as formas de armazenamento, as formulagées que foram mantidas
em estufa e geladeira, sendo essas sempre protegidas da Iluminosidade,
diferentemente das formulagdes armazenadas a temperatura ambiente, expostas a
radiacao luminosa. As formulacbes armazenadas em estufa e geladeira, mantiveram
um grau de organizagcdo melhor, quanto observamos o pH, quando comparado com o
armazenamento em temperatura ambiente (Figuras 43 e 44), fato que pode estar
associado a presenca da luminosidade, e consequentemente gerado algum tipo de
oxidagcdo dos compostos presentes na formulagdo, promovendo essa
desorganizagao.

Por fim, mesmo com as pequenas alteragdes dos valores de pH apresentadas
durante a estabilidade, todas as formula¢gdes se mantiveram estaveis e com os valores
de pH ideais para a aplicagdao nasal, ndo correndo nenhum risco de dano a lesdo ao

local da regiao a ser aplicada.



Tabela 37 - Avaliagdo do pH das formulagdes do hidrogéis termossensiveis contendo extratos de A. hispidum.
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Temperatura Formulacdo Dial Dia7 Dial5 Dia30 Dia60 Dia90 Dial20 Dial50 Dial80 Dia270 Dia 360
F1CC 646 646 646 646 646 646 6,46 6,46 6,46 6,46 6,46
F1SC 648 648 648 648 648 648 6,48 6,48 6,48 6,48 6,48
AMBIENTE F2CC 593 6,11 6,11 628 615 6,10 6,50 6,82 6,16 6,03 5,72
(25 °C) F2SC 647 644 657 661 657 651 6,35 6,30 6,43 6,14 6,53
F1EB 619 591 569 576 572 610 6,14 6,64 6,79 6,03 6,64
F2EB 593 58 590 587 601 602 6,35 6,73 6,25 6,23 6,23
F1CC 646 646 646 646 646 646 6,46 6,46 6,46 6,46 6,46
F1SC 647 648 649 646 660 6,69 6,55 6,40 6,44 6,01 6,04
ESTUFA F2CC 588 6,18 6,11 618 630 6,32 6,21 6,76 6,22 5,85 5,85
(35°C) F2SC 612 645 627 642 652 653 6,27 6,25 6,26 6,13 6,50
F1EB 620 620 627 617 634 626 6,31 6,63 6,46 6,18 6,80
F2EB 595 572 587 603 612 604 6,38 6,54 6,26 6,26 6,26
F1CC 653 652 655 644 658 6,89 6,55 6,70 6,24 5,96 6,41
F1SC 650 658 648 643 668 677 6,45 6,71 6,23 5,96 6,25
GELADEIRA F2CC 58 6,18 605 603 605 598 6,26 6,73 6,09 6,33 6,20
(4 °C) F2SC 624 641 660 650 663 653 6,25 6,22 6,41 5,71 6,55
F1EB 620 632 628 620 631 629 6,57 6,56 6,59 6,10 6,45
F2EB 593 6,07 5,81 58 663 635 6,39 6,55 6,34 6,34 6,34

F1: Formulagao 1; F2: Formulagao 2; EB: Extrato Bruto; CC: Com conservante; SC: Sem conservante.

Fonte A autora (2024).
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Figura 43 - Avaliagdo do pH por formulagées de hidrogel termossensivel durante a estabilidade em diferentes temperaturas.
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F1: Formulagéo 1; F2: Formulagéo 2; EB: Extrato Bruto; CC: Com conservante; SC: Sem conservante.
Fonte: A autora (2024).
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Figura 44 - Avaliacao do pH das formulagées de hidrogel termossensivel em diferentes condigbes de armazenamento.
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5.9.3.4 Determinacgao da viscosidade

Ao avaliar os resultados encontrados, € possivel observar que as formulagdes
F2 apresentaram um valor de viscosidade maior que as formulagdes F1, devido a
presenca do Carbopol 940, e devido ao armazenamento da agua pelo Carbopol,
promovendo um aumento das micelas formadas pelo Pluronic F127, aumentando a
viscosidade. Porém, ao comparar as formulagdes incorporadas com o extrato bruto, a
variagao entre a viscosidade das formulagées F1 e F2 € minima.

Quando comparamos os resultados das formulacdes obtidas com e sem
conservantes, a utilizagcao do conservante promoveu um aumento da viscosidade. Isso
se deve ao fato que o proprio conservante apresenta caracteristica de co-
emulsionante, auxiliando na formag¢&o das micelas juntamente com o pluronic F127.

No que diz respeito as diferentes formas de armazenamento (Figuras 45 e 46),
apos os primeiros 90 dias de avaliacdo da estabilidade € possivel observar uma maior
instabilidade, sendo que as formulagdes mantidas sob refrigeracado apresentaram
resultados satisfatorios. O armazenamento em temperatura ambiente, levou a uma
maior variagdo da viscosidade, que pode estar relacionada também a variacédo do

valor de pH, levando a uma instabilidade na formacao do gel.



Tabela 38 - Avaliacao da viscosidade das formulagoes do hidrogeis termossensiveis contendo extratos de A. hispidum.
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Temperatura Formulagéo Dial Dia7 Dial5 Dia 30 Dia 60 Dia90 Dial20 Dial50 Dial80 Dia270 Dia 360
F1CC 275231 167316 141318 168980 136250 131717 94788 158248 195976 136117 174246

F1SC 210374 164313 141316 218174 127185 165438 136917 159847 134917 153315 126518

AMBIENTE F2CC 304363 172179 165313 270967 195177 203975 204109 135184 178512 207708 207708
(25°C) F2SC 271967 161714 171046 254569 192777 175979 143049 174112 143051 184911 158914
F1EB 187376 192177 184245 225773 122919 160914 164180 141183 161980 161980 140117

F2EB 266568 159181 160647 281766 190110 197043 167580 151315 169713 169713 181578

F1CC 219374 143183 172379 252770 137050 183178 161181 133455 163181 130651 156915

F1SC 193775 133317 164114 275767 172579 142782 141983 137983 185977 200109 200109

ESTUFA F2CC 251436 206509 162109 255969 207308 149449 204642 134517 165447 140116 140116
(35°C) F2SC 246970 172379 160381 282766 184778 155715 195843 203709 170646 154781 161714
F1EB 241771 180378 241771 180378 127317 167046 137450 127317 167046 137450 132918

F2EB 245970 168778 172646 263768 144849 195443 204909 199709 199709 199709 199709

F1CC 216974 216974 160781 274767 172113 158114 165180 165180 149582 125451 141583

F1SC 192777 143449 157448 215637 166980 137850 141583 136250 155515 176645 141982

GELADEIRA F2CC 335160 335160 155850 260569 210375 186644 165180 191310 177712 123515 153582
(4 °C) F2SC 265568 185043 179712 251572 154515 184111 198643 197709 185977 165713 192377
F1EB 243771 243771 203589 267235 134384 156581 155848 149316 161181 152715 156648

F2EB 245971 245971 184254 293964 165980 165713 143449 139183 167180 161317 182778

F1: Formulacgdo 1; F2: Formulacao 2; EB: Extrato Bruto; CC: Com conservante; SC: Sem conservante.
Fonte: A autora (2024).
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Figura 45 - Viscosidade por formulacdo de hidrogel termossensivel durante a estabilidade.

Formulagéo F1CC

7 15 30 60 90 120 150 180 270 360
Dias

Formulagédo F2CC

1 7 15 30 60 90 120 150 180 270 360
Dias
—a—, Ambiente

300000
250000
-5 200000
3
2 150000
£ 100000
50000
0

300000
250000
B 200000
Z 150000
2 100000
50000

Formulagédo F1SC

300000
250000

(]
S 200000

o
2 150000

Q
£ 100000
50000

7 15 30 60 90 120 150 180 270 360
Dias
Formulagédo F2SC

350000
300000
% 250000
= 200000
S 150000
< 100000
50000

0
1 7 15 30 60 90 120 150 180 270 360

Dias

—g— Estufa

Formulagdo F1EB

1 7 15 30 60 90 120 150 180 270 360
Dias

Formulagao F2EB

1 7 15 30 60 90 120 150 180 270 360

Dias

—u— Geladeira

F1: Formulagao 1; F2: Formulagdo 2; EB: Extrato Bruto; CC: Com conservante; SC: Sem conservante.

Fonte: A autora (2024).



350000
300000

50000
0

1

Figura 46 - Viscosidade das formulagdes de hidrogel termossensivel em diferentes condi¢gdes de armazenamento.
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6 CONCLUSAO

Como foi possivel observar, a caracterizagao fisico-quimica das partes aéreas
e das raizes de A. hispidum, demonstrou que as amostras apresentam qualidade
requerida pela Farmacopeia Brasileira 62 edicdo, garantido dessa maneira os
requisitos necessarios para serem utilizadas nas demais etapas do presente estudo.

O método espectrofotométrico proposto para quantificacdo de polifendis totais
nas partes aéreas e raizes de A. hispidum, foi otimizado quanto as respostas analiticas
e apresentou a adequabilidade necessaria para ser utilizado como uma ferramenta de
controle de qualidade, demonstrando confiabilidade segundo as exigéncias para uso
analitico.

Considerando as demais etapas realizadas com as partes aéreas de A.
hispidum, o extrato obtido com etanol 50% por turbdliso, seco com 10% de Aerosil:
Gelatina (8:2), a temperatura de entrada de 110 °C e fluxo de alimentacao de 1 L/H,
permitiram obter um extrato seco aspersdao (ESA) com caracteristicas ideais e com
qualidade. Somado as caracteristicas tecnoldgicas, os extratos obtidos apresentaram
atividade frente as cepas de Candida auris e C. glabrata, com auséncia de toxicidade
frente a Artemia salina.

Por fim, considerando os aspectos tecnoldgicos do hidrogeis termossensiveis,
a avaliacao preliminar permitiu selecionar formulagées contendo como polimeros
Pluronic F127 e/ou Carbopol 940 na composi¢do e como conservante o spectrastat.
Durante a avaliagao da estabilidade nao foram verificadas alteragcdes expressivas em
relagcao ao pH e viscosidade, em diferentes condi¢coes de armazenamento. Entretanto,
salienta-se que as formulacdes mantidas sob refrigeracdo e ao abrigo de luz
apresentaram melhor estabilidade.

Diante do exposto, as formulacdes de hidrogéis termossensiveis contendo
extrato bruto das partes aéreas de A. hispidum apresentaram-se estaveis, com
atividade biologica evidenciada e armazenadas sob refrigeragdo, sendo necessario
realizar estudos adicionais na formulagao para utilizagdo como alternativa terapéutica

para o tratamento de doencas respiratorias leves.
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