UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA
RENORBIO

AVALIACAO DO EFEITO ANTITUSSIGENO E EXPECTORANTE
DE VITEXINA ISOLADA DE JATROPHA MUTABILIS E DO
COMPLEXO DE INCLUSAO VITEXINA/B-CICLODEXTRINA

ELIATANIA CLEMENTINO COSTA

RECIFE-PE
2018



ELIATANIA CLEMENTINO COSTA

Tese apresentada a Universidade Federal
Rural de Pernambuco, como parte das
exigéncias do Programa de P6s-Graduacgéo
da Rede Nordeste de Biotecnologia
(Renorbio), para obtencdo do titulo de

doutor em Biotecnologia.

Orientadora: Xirley Pereira Nunes

Co-orientadora: Larissa Araujo Rolim

RECIFE-PE
2018



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicacdo (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas da UFRPE
Biblioteca Centra, Recife-PE, Brasil

C837a

Costa, Eliatania Clementino
Avaliacao do efeito antitussigeno e expectorante da vitexina
isolada de Jatropha mutabilis e do complexo de inclusédo
vitexina/B-ciclodextrina / Eliatania Clementino Costa. — 2018.
111 f.

Orientadora: Xirley Pereira Nunes.

Coorientadora: Larissa Araujo Rolim.

Tese (Doutorado) — Programa de Pds-Graduacédo em
Biotecnologia — RENORBIO, Recife, BR-PE, 2018. Ponto focal em
Pernambuco — Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Inclui referéncias e apéndice (s).

1. Flavondides 2. Oligossacarideos 3. Tosse 4. Cromatografia a
liquido de alta eficiéncia 5. Antitussigenos |. Nunes, Xirley Pereira,
orient. Il. Rolim, Larissa Araujo, coorient. lll. Titulo

CDD 620.8




TERMO DE APROVACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA
RENORBIO

TESE DE DOUTORADO ELABORADA POR:
ELIATANIA CLEMENTINO COSTA

Avaliacdo do efeito antitussigeno e expectorante da vitexina isolada de

Jatropha mutabilis e do complexo de inclusao vitexina/B-ciclodextrina

BANCA EXAMINADORA

Tese defendida e aprovada pela banca examinadora em 12 de dezembro de
2018.

Orientadora:

Prof.2. Dr. 2 Xirley Pereira Nunes (RENORBIO)

Examinadores:

Prof. Dr. Mario Adriano Avila Queiroz (RENORBIO)

Prof. Dr. James Almada da Silva (UFS)

Prof.2. Dr. @ Edigénia Cavalcante da Cruz Araujo (UNIVASF)

Prof. Dr. Fabricio Souza Silva (UNIVASF)



“Jesus, fitando neles o olhar, disse-lhes:
Isto € impossivel aos homens, mas para
DEUS tudo é possivel” Mateus 19:26



AGRADECIMENTOS
Primeiramente a Deus, a quem devo a minha existéncia, fé e esperanca de dias
melhores. Tudo € permitido por Ele e esse doutorado é a prova disso.
A minha mée por tudo que fizestes por mim até hoje, pela amizade e palavras
de conforto. Ao meu irméo, Eduardo, pela forca e amizade de sempre.
Ao meu filho, Mateus, combustivel diario de animo, perseveranca, alegria,
AMOR e MILAGRE. Agradeco a Deus por ter enviado para mim no momento
dEle. Ao meu esposo por cuidar tdo bem do nosso filho.
A professora Larissa Rolim pela orientacdo, forca e por acreditar que iria dar
certo. Nao tenho palavras para agradecé-la, mas a melhor forma que achei foi
pedir a Deus que Ele a retribua com muitas béncéaos. A professora Xirley pela
orientacdo e por acreditar na minha proposta. Sou imensamente grata a Deus
por essas duas pessoas maravilhosas.
A professora Edigénia Cavalcante pela excelente orientacdo durante o mestrado,
por ter me apresentado a professora Xirley e pelas colaboracdes e
disponibilidade durante o doutorado.
A Ana Paula pelos espectros de RMN e por todo o apoio que me destes desde
sempre.
Ao professor Helinando e ao técnico Gineton (UNIVASF) pela disponibilidade
para a analise de microscopia eletrénica de varredura das amostras.
A Professora Leopoldina do IF Sertdo Pernambucano pela forca e dedicacdo em
contribuir pelo desenvolvimento profissional de todos os seus alunos e pela
disponibilidade do equipamento para analise do infravermelho.
Aos meus colegas de trabalho do IF Sertdo, Giovanna, Victor, Marcio, Diego e
Andreia pela motivacéo e solidariedade no decorrer de todo esse doutorado.
A toda equipe da CAFMA pelas contribui¢es, aprendizagens e disponibilidade,
em especial a professora Katia (exemplo de solidariedade), Emanuela, Isabela,
Natalia e Pedrita.
Ao pessoal do LAFEX, em especial a Modesto e Ricardo pelos experimentos,
disponibilidade e todos os aprendizagens adquiridos. Aos professores Fabricio
Souza e Luciano Ribeiro pela disponibilidade do laboratério e contribuicées nas
discussfes sobre as metodologias utilizando camundongos.
A UNIVASF pela disposicdo de seus laboratérios e equipamentos para

desenvolvimento dos experimentos.



Ao Professor James (UFS) pelas excelentes contribuicbes dadas, ndo tenho

palavras para agradecer, mas retribuo desejando muitas béngéos.



RESUMO

O estudo teve como obijetivo incluir a vitexina isolada de Jatropha mutabilis na
cavidade da B-ciclodextrina para melhorar a solubilidade desta flavona. Vitexina
foi quantificada em extrato de J. mutabilis por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodo (CLAE/DAD). A caracterizacdo do
complexo de inclusdo (Cl) vitexina/B-CD foi realizada por técnicas como
Ressonancia Magnética Nuclear (*H, C e ROESY), Infravermelho com
Transformada de Fourier, Microscopia Eletronica de Varredura e estudo de
dissolucao in vitro. Além disso, avaliou-se em modelos animais, as atividades
expectorante, por meio da dosagem de vermelho de fenol no lavado
broncoalveolar, e antitussigena, em tosse induzida por acido citrico, da vitexina
e do ClI vitexina/B-CD. Triagem de toxicidade da vitexina e do Cl vitexina/B-CD
foi realizada utilizando Artemia Salina. A validacéo da metodologia analitica por
CLAE-DAD mostrou-se simples, linear, precisa, exata e especifica. Na
caracterizacao do CI vitexina/p-CD observou-se interacdo entre hidrogénios do
anel B da vitexina e hidrogénio (H3) da B-CD, além de mudanc¢as na morfologia
do CI vitexina/B-CD quando comparados com vitexina. No teste de dissolucéao,
observou-se aumento da taxa de dissolucéo da vitexina nos primeiros 20 minutos
para o Cl vitexina/B-CD quando comparado com a vitexina. Em relacdo a
atividade farmacolégica foi observado que o CI vitexina/B-CD nas doses
equivalentes 0,2, 1 e 5 mg/kg da vitexina apresentaram atividade expectorante
mais eficaz quando comparados com a vitexina livre (p<0,05). Na atividade
antitussigena, tanto a vitexina quanto o CI vitexina/3-CD apresentaram efeitos
semelhantes, independente da dose. No ensaio de toxicidade utilizando Artemia
salina, vitexina e CI vitexina/B-CD (concentracdes 1, 10, 100 e 1000 pug/mL de
vitexina) foram considerados n&o toxicos. Por fim, o estudo apresenta uma
metodologia analitica validada para quantificacdo de vitexina em extratos de
Jatropha mutabilis, além de demonstrar eficacia do CI vitexina/B-CD como
expectorante e da vitexina como antitussigeno. Todos esses dados estdo sendo
descritos pela primeira vez.

Palavras-chaves: flavonoides, oligossacarideos ciclicos, vermelho de fenol,

tosse, CLAE, validacao



ABSTRACT

The study aimed to include the isolated vitexin of Jatropha mutabilis in the B-
cyclodextrin cavity to improve the solubility of this flavone. Vitexin was quantified
in extract of J. mutabilis by High Performance Liquid Chromatography with Diode
Array Detector (HPLC-DAD). The characterization of the inclusion complex (IC)
vitexin/B-CD was performed by techniques such as Nuclear Magnetic Resonance
(*H, 13C and ROESY), Infrared with Fourier Transform, Scanning Electron
Microscopy and dissolution study in vitro. In addition, expectorant activities were
evaluated in animal models by phenggggol red in bronchoalveolar lavage and
antitussive, citric acid-induced cough, vitexin and IC vitexin/B-CD. Screening for
toxicity of vitexin and vitexin/B-CD IC was performed using Artemia Salina. The
validation of the analytical methodology by HPLC-DAD was simple, linear,
precise, exact and specific. In the characterization of vitexin/B-CD IC, interaction
between vitexin B-ring hydrogens and hydrogen (H3) of B-CD was observed, as
well as changes in the morphology of vitexin/B-CD IC when compared to vitexin.
In the dissolution test, the dissolution rate of vitexin was increased in the first 20
minutes for vitexin/B-CD IC when compared to vitexin. Regarding
pharmacological activity, vitexin/B-CD IC at the equivalent doses of 0.2, 1 and 5
mg/kg of vitexin showed a more effective expectorant activity when compared to
free vitexin (p<0.05). In antitussive activity, both vitexin and vitexin/ B-CD IC had
similar effects, regardless of dose. In the toxicity test using Artemia salina, vitexin
and IC (concentrations 1, 10, 100 and 1000 ug/mL vitexin) were considered non-
toxic. Finally, the study presents a validated analytical methodology for
quantification of vitexin in extracts of Jatropha mutabilis, in addition to
demonstrating efficacy of vitexin/B-CD IC as an expectorant and of vitexin as
antitussive. All of these data are being described for the first time.

Key words: flavonoids, cyclic oligosaccharides, phenol red, cough, CLAE,

validation
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1. Introducéao

Vitexina € uma flavona C-glicosilada, sendo quimicamente conhecida
como 8-D-glucosil-4',5,7-trihidroxi-flavona ou apigenina-8-C-glucosidica. Esta
substancia apresenta uma diversidade de atividades farmacoldgicas in vivo e in
vitro, incluindo anticancer, antioxidante, anti-inflamatéria, antinociceptiva, anti-
hipertensiva, antiespasmadica, antiviral e antidepressiva (AN et al., 2015; ROSA
et al., 2016; BORGHI et al., 2013; YANG et al., 2013; EPSTEIN SHOCHET et
al., 2015; DEMIR OZKAY, CAN, 2013; ZHU et al., 2016; JE et al., 2014; RAGONE
et al., 2007; KRCATOVIC et al., 2008; CAN, DEMIR OZKAY, UCEL, 2013; HE et
al., 2016). Pesquisas mostram que essa flavona (400 ug/kg, via intraperitoneal)
reduziu em 80% o influxo de neutréfilos pulmonares em camundongos expostos
a aerossOis de lipopolissacarideo (DE MELO et al., 2005). Recentemente,
demonstraram que a vitexina (0,2, 1 e 5 mg/kg, via oral) inibe a inflamacé&o na
asma alérgica induzida por ovalbumina (VENTURINI et al., 2018). No entanto,
estudo do metabolismo de vitexina em ratos mostrou que ela é pouco absorvida
no trato gastrointestinal (ZHANG et al, 2007) e apresenta baixa
biodisponibilidade (XUE et al., 2014; WANG, 2015). Isso provavelmente se deve
a baixa solubilidade em agua (7,62 pg/mL), sendo importante o desenvolvimento
de metodologias que melhorem a solubilidade de vitexina em meio aquoso para
gue sua acao terapéutica seja melhorada.

Nesse contexto, um grupo de moléculas classificadas como
oligossacarideos ciclicos estédo sendo utilizados no desenvolvimento de produtos
farmacéuticos, particularmente devido as suas propriedades complexantes,
promovendo incremento na solubilidade de farmacos poucos soluveis. Estes
oligossacarideos sdo chamados de ciclodextrinas (CDs) (CUNHA-FILHO, SA-
BARRETO, 2007). As CDs encapsulam moléculas/farmacos, atuando como
veiculo e melhorando sua biodisponibilidade. As CDs parentais ou de primeira
geragao sao de trés tipos (a-CD, B-CD e y-CD) e possuem respectivamente, seis,
sete e oito unidades de acucar (a-(1,4)-glicosil) (DASS, JESSUP, 2000). Entre
elas, a B-CD € a mais acessivel devido ao baixo custo e baixa toxicidade (DEL
VALLE, 2004).

A utilizacdo dos diversos nanocarreadores macrociclicos vem obtendo

grande interesse, pois melhora as propriedades fisico-quimicas de substancias,
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aumentando a eficacia do tratamento e reduzindo efeitos toxicos ou colaterais
(GONG et al., 2012). Assim, os complexos de inclusdo sao utilizados na area
farmacéutica para aumentar a solubilidade, a estabilidade e a biodisponibilidade
de drogas (JANSOOKA, OGAWAB, LOFTSSONC, 2018).

Farmacos poucos solluveis frequentemente apresentam comportamento
de biodisponibilidade in vivo inferior quando comparados aqueles de alta
solubilidade. Logo, a formacao de complexos esta dentre as alternativas mais
vantajosas e eficientes quando se busca melhoria nas propriedades de
dissolucéo e biodisponibilidade de farmacos pouco hidrossolaveis (SPRICIGO,
2008; LIMA et al., 2008).

Nesses contextos, diante do potencial farmacolégico da vitexina como
anti-inflamatério, principalmente sobre o sistema respiratério, da baixa
solubilidade em meio aquoso e consequentemente baixa biodisponibilidade, o
presente estudo visou isolar vitexina de Jatropha mutabilis, validar metodologia
para quantificacdo dessa flavona em extrato dessa espécie, preparar e
caracterizar o complexo de inclusao vitexina/-CD com o objetivo de melhorar
sua solubilidade. O complexo resultante foi caracterizado por técnicas como
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Microscopia Eletrdnica de Varredura
(MEV) e Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF) para verificar a
formacdo do complexo. Avaliar ainda os efeitos expectorantes e antitussigenos

in vivo tanto da vitexina quanto do complexo de incluséo vitexina/p-CD.
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2. Revisao da literatura

2.1 Jatropha mutabilis: familia, género e espécie

A espécie Jatropha mutabilis pertence a familia Euphorbiaceae que
possui cerca de 317 géneros, 8.000 espécies e distribui-se principalmente nos
tropicos e subtrépicos (SANTOS, MACHADO e LOPES, 2005). No Brasil, estima-
se a ocorréncia de 1.100 espécies e 72 géneros, estabelecidas nas diferentes
fitofisionomias. Considera-se a regiao Nordeste do Brasil como grande centro de
diversidade da familia, com 240 espécies em 50 géneros, distribuidas em sua
grande maioria nas areas de Caatinga, onde apresenta grande numero de
espécies endémicas. Seus principais géneros em numero de espécies sao:
Euphorbia L. (1.500), Croton L. (700), Phyllanthus L. (400), Acalypha L. (400),
Macaranga Thouars (400), Antidesma Burman (150), Drypetes Vahl (150),
Jatropha (150), Manihot Mill. (150) e Tragia Plumier (150) (OLIVEIRA, 2013). E
a segunda familia mais representativa da Caatinga em numero de espécies,
superada apenas pela familia Leguminosae (SANTOS, SCHRIPSEMA, J.,
KUSTER, 2005).

A familia Euphorbiaceae estd entre as familias de maior importancia
econdmica entre as Eudicotiledéneas, especialmente, no setor farmacolégico-
medicinal, industrial, madeireiro, ornamental e na producdo de alimentos
(OLIVEIRA, 2013).

Estudos fitoquimicos de espécies da familia Euphorbiaceae demonstram
a presenca de diversas classes de substancias quimicas, tais como tanino e
lignana (CUI, TAN, 2004), flavonoide (SANTOS, SCHRIPSEMA e KUSTER,
2005), alcaldide (LEITE et al., 2005), cumarina (LIMA et al., 2009).

O género Jatropha, esta inserido na familia Euphorbiaceae. O nome
deriva da palavra grega “jatros” (médico) e “trophe” (alimentos), o que implica
seus usos medicinais (KUMAR, SHARMA, 2008).

Jatropha € um grupo de grande importancia econémica, principalmente
pela presenca de varias espécies referidas por seus usos medicinais e/ou
ornamentais, também empregadas como cercas-vivas, em varias partes do
mundo, especialmente na Africa, como J. gossypiifolia, J. curcas e J. multifida. A
facil propagacao de suas sementes intensifica sua utilizacéo na horticultura, bem

como em ornamentagdes nos jardins tropicais (LEAL, AGRA, 2005).
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Espécies do género Jatropha sédo usadas na medicina tradicional para
curar varias doencas na Africa, Asia e América Latina, como plantas ornamentais
e como fontes de energia (producéo de biodiesel). A utilizacao das plantas deste
género pela populacdo como medicamentos para tratamento de saude é
realizada por 80% da populagdo mundial da Asia, América Latina e Africa, sendo
relatados efeitos adversos minimos (SABANDAR et al., 2013).

Jatropha mutabilis (Pohl) Baill. (Figura 1) é uma espécie endémica do
bioma Caatinga, ocorrendo desde o Piaui até a Bahia, em areas de caatinga
hiperxerdfila, sendo encontrada em terreno arenoso (SANTOS, MACHADO e
LOPES, 2005). Suas flores e folhas séo utilizadas pela medicina popular como
depurativo e para constipacao (ALBUQUERQUE et al., 2007).

Figura 1. Jatropha mutabilis (Fonte: Autora).

Estudo realizado durante pesquisa de mestrado (COSTA, 2014) relatou
que vitexina e [-sitosterol glicosilado foram isolados de folhas de Jatropha
mutabilis.

Estudo derivado da referida dissertacdo apresentou a andlise da
composi¢cdo quimica dos Oleos volateis das folhas de J. mutabilis em que a
mesma revelou a presenca de 20 compostos, dentre estes houve a
predominancia de sesquiterpenos oxigenados (42,86 %) seguido de uma
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unidade de diterpeno oxigenado (41,38 %), sesquiterpenos hidrocarbonados
(12,14 %), uma cetona alifatica (1,44 %) e um alcano alifatico (2,18 %). O
composto majoritario identificado foi um diterpeno oxigenado alifatico, o fitol
(41,38 %). A Figura 2 mostra as estruturas quimicas dos constituintes
identificados (COSTA et al., 2014).
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2.2 Metabolismo secundéario: Flavonoides

O metabolismo € definido como o conjunto total das transformacdes das
moléculas organicas que ocorrem nas células vivas, suprindo o organismo de
energia, renovando suas moléculas e garantindo o equilibrio. Essas
transformacdes possuem certa direcdo devido a presenca de enzimas
especificas, estabelecendo assim as rotas metabdlicas, visando o
aproveitamento de nutrientes para satisfazer as exigéncias fundamentais da
célula. Além do metabolismo primario, responsavel pela sintese de celulose,
proteinas, lipideos, aclcares e outras substancias importantes para a realizacao
das funcbes vitais, as plantas também apresentam o chamado metabolismo
secundario (PEREIRA, CARDOSO, 2012).

Os metabdlitos secundérios sédo compostos produzidos pelas plantas para
a sua sobrevivéncia e preservacao, atuando na defesa do vegetal, agindo como
dissuasorios alimentares e como toxinas. Por outro lado, alguns metabdlitos
secundarios atuam de maneira oposta, atraindo insetos, passaros, morcegos e
até mesmo ratos, responsaveis pela polinizagcdo de muitas plantas. Essas
moléculas geralmente apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular,
marcantes atividades biolégicas e sdo encontradas em concentracfes
relativamente baixas e em determinados grupos de plantas (SIMOES et al.,
2010).

Os metabdlitos secundéarios aumentam a probabilidade de sobrevivéncia
de uma espécie, pois sdo responsaveis por diversas atividades bioldégicas com
este fim, podendo agir como antibidticos, antifingicos e antivirais para proteger
as plantas dos patdgenos, e também apresentando atividades antigerminativas
ou tbéxicas para outras plantas, fitoalexinas. Além disso, alguns destes
metabdlitos constituem importantes compostos que absorvem a luz ultravioleta
evitando que as folhas sejam danificadas (FUMAGALI et al., 2008).

Por exemplo, o crescimento e a produtividade das plantas séao
comprometidos pela radiacdo ultravioleta (UV). A mesma cria mecanismos de
protecdo, tal como a producdo de metabdlitos secundarios. Por exemplo, 0s
flavonoides, se acumulam nas células da epiderme da folha e protegem as
camadas celulares internas dos danos por radiacdo UV. Além disso, a sintese

destes compostos € induzida por radiacdo UV e as plantas cultivadas em



23

condi¢Bes que induzem a sintese de flavonoides sédo mais tolerantes a radia¢éo
UV (LI et al., 1993).

Para Simfes e colaboradores (2010), a origem de todos os metabdlitos
secundarios pode ser resumida a partir do metabolismo da glicose, via dois
intermediarios principais: o acido chiquimico e o acetato (Figura 3). O acido
chiquimico origina os aminoacidos aromaticos, precursores da maioria dos
metabdlitos secundarios aromaticos. Algumas micromoléculas derivam da
combinacdo de uma unidade de acido chiquimico e uma ou mais unidades de
acetato ou derivado deste, como por exemplo, as antraquinonas, flavonoides e
taninos condensados. Os metabdlitos podem ser encontrados na forma livre

(agliconas) ou estar ligados a um ou mais unidades de acucar (heterosideo).
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Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe de compostos é
amplamente distribuida no reino vegetal (SIMOES et al., 2010), estando presentes na
maioria das plantas, concentrados em sementes, frutos, cascas, raizes, folhas e flores
(DORNAS et al., 2007). Essa classe geralmente ocorre em plantas como derivados
glicosilados, e que contribuem para as cores brilhantes de azul, parpura, e laranja, em
folhas, flores e frutos. (PIETTA, 2000).

Nas plantas, os flavonoides desempenham funcées como protecdo contra
incidéncia de raios ultravioleta e visivel, protecdo contra insetos, fungos, virus,
bactérias, antioxidantes, agentes alelopaticos, dentre outros.

Atividades bioldgicas dos flavonoides tém sido reportadas, como antiviral, anti-
inflamatoria, antioxidante, antitumoral, = hepatoprotetor, antitromboética e
anticarcinogénica (SIMOES et al., 2010; MIDDLETON, KANDASWAMI,
THEOHARIDES, 2000).

Ja foram identificados mais de 4.200 flavonoides diferentes, apresentando-se
em diversas formas estruturais. A maioria dos representantes desta classe possui 15
atomos de carbono em seu nicleo fundamental (SIMOES et al., 2010).

Os flavonoides participam da fase luz-dependéncia durante a fotossintese, no
qual catalisam o transporte de elétrons. Eles sdo sintetizados a partir de aminoacidos
aromaticos, fenilalanina e tirosina, em conjunto com unidades de acetato (Figura 4).
A fenilalanina e a tirosina déo origem ao acido cin@mico e ao acido hidroxicinamico,
respectivamente, que mediante condensacdo com unidades de acetato, originam a
estrutura cinamoil dos flavonoides (MIDDLETON, KANDASWAMI, THEOHARIDES,
2000). Subseguentemente, derivados glicosilados ou sulfatados sdo formados
(MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002).

A estrutura comum dos flavondides é biossintetizada a partir dos metabolitos
derivados do acido chiquimico e acetil-coA (Figura 4). O acido chiquimico produz a
fanilalanina que é o precursor inicial da sintese dos flavondides. O aminoacido
fenilalanina é desaminado pela enzima fenilalanina-amdénia-liase (PAL) e produz o
acido cindmico. Este é convertido em acido p-cumarico por acdo da enzima 4-
hidroxilase cinamato. Por conseguinte, ocorre a adicdo da CoA, catalisada pela
enzima p-cumarato/CoA liase originando a p-cumaroil-CoA. A p-cumaroil-CoA, ao
reagir com trés moléculas de malonil-CoA forma a calcona. Esta reacao € catalisada

pela enzima calcona sintetase. Finalmente, ocorre a ciclizacdo do anel da calcona
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pela acdo da enzima calcona isomerase, originando a flavanona, nucleo basico de
todos os flavondides. Assim, nos flavondides, o anel A é formado via acetilCoA, o anel
B via acido chiquimico e o anel C deriva do fosfoenolpiruvato (ANDERSEN,
MARKHAM, 2006).
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Figura 4. Biossintese dos flavonoides (ANDERSEN, MARKHAM, 2006).

Estes metabdlitos secundarios sdo compostos de baixo peso molecular que
compartilham um esqueleto comum de difenilpiranos (C6-C3-C6), constituido por dois
anéis fenilicos (A e B), ligados através de um anel pirano C (heterociclico). Os atomos
de carbono nos anéis C e A sdo numerados de 2 a 8, e 0 anel B de 2' a 6’ (Figura 5)
(MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002).
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5 4

Figura 5. Estrutura basica dos flavonoides.

Os flavonoides sdo subdividos nas principais classes: flavonas, flavonais,
chalconas, auronas, flavanonas, flavanas, antocianidinas, leucoantocianidinas,

proantocianidinas e isoflavonas (Figura 6) (BRAVO, 1998).
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Figura 6. Principais classes dos flavonoides.

2.2.1 Vitexina

Vitexina (apigenina-8-C-glucosideo ou 8-D-glucosil-4',5,7-trihidroxi-flavona) € uma
flavona C-glicosilada de coloragcdo amarela com formula molecular C21H20010 € massa
molar 432,3775 g/mol. Flavonas s&o uma classe de flavonoides que foram nomeadas
devido a cor amarela em comum ao grupo, isto &, “flavus” (HE et al., 2016).

Essa flavona € encontrada em varias espécies de plantas medicinais como o
milhete, espinheiro, feijdo mungo, passiflora, dentre outras. (HE et al., 2016).

He e colaboradores (2016) mostraram que a vitexina vem apresentando uma gama
de atividades farmacologicas incluindo atividades anticancer, antioxidante, anti-

inflamatorio, anti-nociceptivos, anti-DA (Doenca de Alzheimer), anti-hipertensiva,



29

antiespasmadica, tratamento de lesdo por hipoxia/isquemia, ac¢do do tipo
antidepressivo, antiviral e anticonvulsivante. Demonstraram ainda potencial para o
tratamento de hipertrofia cardiaca, hipertensdo, diabetes, obesidade, infeccoes,
distarbios metabolicos e asma. Esses mesmos autores em revisdo sobre efeitos
farmacoldgicos de vitexina concluiram em sua pesquisa com base em uma ampla
perspectiva sobre a pesquisa in vivo e in vitro, que essa flavona pode se tornar um
substituto das drogas comercializadas atualmente e/ou adjuvante no tratamento de
doencas ao qual possui potencial de acéao.

Diante do potencial da vitexina, torna-se interessante sua quantificagdo em
espécies vegetais de onde ela foi isolada através de metodologia analitica, tornando-

se importante a validacdo desta para reproducdes futuras.

2.3 Validacdo de metodologia analitica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢cdes quimicas, através de
sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, esta sendo cada vez mais
reconhecida e exigida. Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisbes
desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis. Para garantir que um novo método
analitico gere informac0@es confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer
uma avaliagdo denominada validacdo (RIBANI et al., 2004).

Validacdo analitica é a avaliacdo sistemética de um método por meio de
ensaios experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que os
requisitos especificos para seu uso pretendido sdo atendidos. A validacdo deve
demonstrar que o método analitico produz resultados confiaveis e € adequado a
finalidade a que se destina, de forma documentada e mediante critérios objetivos
(BRASIL, 2017).

Dentre as técnicas empregadas na validacdo para determinagdo quantitativa e
qualitativa de substancias em extratos, pode-se destacar a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), técnica bastante difundida e consolidada na atualidade. A
CLAE é uma importante técnica de toda uma familia de técnicas de separag¢édo, uma
vez gque consegue separar misturas que contém um grande numero e compostos
similares, sendo seu emprego em varios laboratérios indispensavel. Além disso, utiliza

instrumentos automatizados, colunas recheadas com materiais especiais e fase
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movel, eluida sob altas pressfes. Realiza separacdes e andalises quantitativas de
varios compostos em poucos minutos, com alta resolucgéo, eficiéncia e detectabilidade
(COLLINS, BRAGA, BONATO, 2006).

Na CLAE, o solvente, também denominado eluente ou fase movel,
acondicionado em um frasco apropriado, é impulsionado, ou aspirado, por uma bomba
de alta pressdo em dire¢cdo a uma coluna. No caminho, a amostra é introduzida na
fase movel, por meio de uma valvula de introducéao de amostra (ou valvula de injecao)
e arrastada para a coluna, na qual ocorre a separacdo. O efluente da coluna é
direcionado para um detector, que acusa a presenca dos analitos eluidos da mesma.
O sinal gerado pelo detector é captado por um software apropriado, tratado no
computador, e um cromatograma € gerado, mostrando a variacdo do sinal do detector
em funcdo do tempo de analise (LANCAS, 2009).

A CLAE é comumente empregada para validacdo de metodologias analiticas,
sendo que com o término do desenvolvimento desta metodologia, a implementacdo
da mesma compreende um procedimento que avalie e comprove a sua eficiéncia para
uso em analises de rotina. Por isso, € indispensavel a realizacdo da validacéo, que
envolve a avaliacdo da eficiéncia de um procedimento, equipamento ou método por
desenhos estatisticos para todas as condi¢cbes de trabalho estabelecidos (RIBANI et
al., 2004).

A validacao de métodos analiticos baseia-se nas orientacfes da Resolucédo n°
899 de 29 de maio de 2003 e na Resolugdo da Diretoria Colegiada n° 166 de 2017,
ambas da ANVISA, através dos parametros de especificidade/seletividade,
linearidade, exatidao, preciséo, limite de quantificagéo (LQ), limite de deteccéo (LD),
robustez, em concordancia com as recomendacfes das instituicbes nacionais
(BRASIL, 2003; INMETRO, 2003) e internacionais (ICH, 2005) e a da comunidade
cientifica (RIBANI et al., 2004).

A seletividade do método analitico deve ser demonstrada por meio da sua
capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na
presenca de componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas,
diluentes e componentes da matriz. No entanto, para insumos farmacéuticos ativos
de origem vegetal e medicamentos que 0s contenham, deve-se demonstrar a
capacidade do método de distinguir o material de interesse de outras espécies
vegetais semelhantes, principalmente aquelas que possam estar presentes como
adulterantes ou substituintes (BRASIL, 2017).
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A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua capacidade
de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracao de um analito
em uma amostra (BRASIL, 2017).

A precisado deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por meio de
ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser
validado. A precisdo deve ser expressa por meio da repetibilidade, da preciséo
intermediaria ou da reprodutibilidade. Repetibilidade refere-se a concordancia entre
os resultados dentro de um curto periodo de tempo com 0 mesmo analista e mesma
instrumentacdo. A precisdo intermediaria € a concordancia entre os resultados do
mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes. A reprodutibilidade é avaliada através dos testes realizados
em laboratérios diferentes (BRASIL, 2017).

A exatiddo de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de
concordancia entre os resultados individuais do método em estudo em relacdo a um
valor aceito como verdadeiro (BRASIL, 2017).

Limite de deteccao deve ser demonstrado pela obtencdo da menor quantidade
do analito presente em uma amostra que pode ser detectado, porém, nao
necessariamente quantificado, sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas. O
limite de quantificacdo € a menor quantidade do analito em uma amostra que pode
ser determinada com preciséo e exatiddo aceitaveis sob as condicfes experimentais
estabelecidas (BRASIL, 2017).

A robustez € um parametro tipicamente realizado no desenvolvimento do
meétodo analitico que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas
variacdes das condi¢gBes analiticas (BRASIL, 2017).

Acima foram relatados todos os parametros para validacdo de uma metodologia
analitica para quantificagdo de um analitico em determinada amostra. Desta forma,
vitexina pode ser quantificada em extratos da espécie Jatropha mutabilis através
destes parametros.

Os flavonoides constituem uma classe de metabdlitos de importante relevancia,
tendo em vista a diversidade de atividades farmacoldgicas ja descritas para esse
grupo assim como para a vitexina. No entanto, alguns flavonoides, inclusive a vitexina,
apresentam baixa biodisponibilidade e solubilidade em meio aquoso. Nesse contexto,
surge a classe de oligossacarideos chamada ciclodextrinas que podem formar

complexos com flavonoides e melhorar as suas propriedades fisico-quimicas.
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2.4 Ciclodextrina

2.4.1 Complexos de inclusdo com B-ciclodextrina

As ciclodextrinas (CDs) sdo uma nova classe de excipientes farmacéuticos
compostas por unidades de D-glucopiranose, que unidas originam estruturas ciclicas
troncocoOnicas. As CDs naturais sdo obtidas com um rendimento maior e possuem
seis, sete e oito unidades de glicose, sendo chamadas de a-ciclodextrina (a-CD), B-
ciclodextrina (3 -CD) e y —ciclodextrina (y -CD) respectivamente (Figura 7a). (CUNHA-
FILHO, SA-BARRETO, 2007). As CDs modificadas surgiram a partir da tentativa de
alterar ou melhorar suas estruturas a fim de obter complexos de inclusédo adequados
a varios setores, como industrial, alimenticio e farmacéutico, e assim um largo nimero
de CDs modificadas tem sido sintetizado (VENTURINI et al., 2008).

As unidades de glicose sdo conectadas através de ligagbes a-1,4 glicosidicas,
como ilustrado na Figura 7. A consequéncia estrutural desse modo de ligacdo é a
formacdo de uma molécula em forma de anel com bordas contendo hidroxilas e o
interior da cavidade revestida com uma sequéncia de grupos com ligacbes C-H
(CONNORS, 1997).

Estruturalmente, esses oligossacarideos apresentam-se como “cones
truncados” com o lado mais largo formado pelas hidroxilas secundarias em C-2 e C-3
e a face mais estreita constituida pelas hidroxilas primarias ligadas em C-6 (Figura
7b). A dimensédo da cavidade é determinada pelo numero de unidades de glicose
constituintes da CD. Os atomos de oxigénio envolvidos nas ligacdes glicosidicas (em
C-1 e C-4) e os a&tomos de hidrogénio ligados em C3 e C5 determinam o carater
hidrofobico do interior da cavidade das CD’s. A presenca das hidroxilas livres na parte
externa das CD’s confere a essas moléculas um carater hidrofilico. Esse arranjo
estrutural das moléculas de glicose nas CD’s possibilita a utilizacao desses compostos
como hospedeiros na formacao de complexos de inclusdo. A presenca de uma
cavidade hidrofébica e de grupos hidroxilas livres na parte externa da molécula
permite a “dissolucdo” em meio aquoso de compostos (hdospedes) de baixa
solubilidade (BRITTO, NASCIMENTO JR., SANTOS, 2004).
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Figura 7. a) Estrutura geral das ciclodextrinas (CD’s). Os derivados a, 3 e y-CD sé&o
definidos por n=1, 2 e 3, respectivamente. (b) Representacdo esquematica da
estrutura tridimensional das CD’s, mostrando as caracteristicas estruturais definidas
pelo arranjo das unidades de glicose. Fonte: BRITTO, NASCIMENTO J.R., SANTOS,
2004)

A estrutura espacial cbnica (Figura 8) e a orientacdo dos grupos hidroxilicos
para o exterior conferem as ciclodextrinas propriedades fisico-quimicas Unicas,
podendo solubilizar-se em meio aguoso e ao mesmo tempo encapsular no interior da
sua cavidade moléculas, ou parte de moléculas, sem que haja o estabelecimento de
ligacbes covalentes entre as duas moléculas. A este fenbmeno denomina-se
complexacdo e pode ocorrer tanto em solucdo quanto no estado sélido (CUNHA-
FILHO, SA-BARRETO, 2007; SALTAO, VEIGA, 2001).

Como ja citado, essa caracteristica das ciclodextrinas em formar complexos de
inclusdo solidos (hospedeiro-hospede) pode ocorrer com uma variedade de
compostos solidos, liquidos e gasosos atraves de uma complexacdo molecular.
Nestes, uma molécula € mantida dentro da cavidade da ciclodextrina. A formacéo do
complexo é um ajuste dimensional entre a cavidade do hospedeiro e a molécula
héspede (DEL VALLE, 2004).
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Face secundaria

Figura 8. Estrutura espacial cénica de B-ciclodextrina. Fonte: DEL VALLE, 2004.

Geralmente, no complexo de inclusdo formado em meio aquoso as moléculas
de 4&guas localizadas dentro da cavidade central lipofilica (localizacéo
energeticamente desfavoravel, pois a interacdo € polar-apolar) sdo substituidas por
uma molécula hospedeira, lipofilica ou uma por¢éo lipofilica. Contudo, os grupos
“hidroxi” na superficie exterior da molécula de ciclodextrina sdo capazes de formar
ligacdes de hidrogénio com outras moléculas e este oligossacarideo pode formar
complexos sollveis em dgua com compostos que apresentam baixa solubilidade em
meio aquoso (LOFTSSON, DUCHENE, 2007). Assim, nenhuma ligacdo covalente é
formada ou quebrada durante a formagcédo do complexo, e as moléculas do farmaco
no complexo estdo em rapido equilibrio com moléculas livres na solugdo (SZEJTLI,
1998; JANSOOKA, OGAWAB, LOFTSSONC, 2018).

Diante disso & que esse excipiente vem sendo utilizado na area farmacéutica
nao so no incremento da solubilidade, mas também na estabilidade, biodisponibilidade
de farmacos, diminuicdo da irritacdo géastrica, dérmica ou ocular causada por
determinados farmacos, diminuicdo ou eliminagdo de odores ou sabores
desagradaveis, prevencéao de interacdes entre diferentes farmacos ou entre farmacos
e excipientes (CUNHA-FILHO, SA-BARRETO, 2007; SALTAO, VEIGA, 2001).

Existem varias técnicas utilizadas no preparo para obtencdo de um complexo
de inclusdo (Cl), elas podem ser de dois tipos a depender das caracteristicas do
material: em solucdo aquosa ou no estado solido. A seguir, um breve resumo dessas

técnicas sera abordado.
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2.4.2 Técnicas utilizadas no preparo de complexos de inclusdo com
ciclodextrina

2.4.2.1 Em solucéo aquosa

Para obtencdo do complexo, existem diversos tipos de metodologias adotadas,
mas a maioria € bem simples e a escolha depende de cada tipo de molécula hospede.
A mais simples e rgpida é realizada em solug¢do aquosa, em que a CD é solubilizada
em agua ou solucédo tampéo e em seguida adiciona excesso do composto ativo. Essa
suspensdo formada € colocada a temperatura constante, sob agitacdo, por um
intervalo de tempo suficiente para atingir o equilibrio termodinamico de encapsulagéo
(CUNHA-FILHO, SA-BARRETO, 2007).

2.4.2.2 Em estado solido

Em estrutura sélida ocorre em situagBes diferentes das encontradas em
solucdes aquosas. Na primeira, ha um equilibrio dindmico entre as moléculas em um
meio polar, enquanto que em sistemas sélidos ocorre limitada influéncia do seu
contetdo aquoso residual devido a propriedade estatica. A seguir, serdo resumidas
algumas técnicas no estado sélido (malaxagem, atomizacao, liofilizacéo,
coprecipitacdo e fluidizacdo supercritica) para formacdo do complexo, mas é
importante ressaltar que cada composto possui caracteristicas particulares diferentes
e inerentes a cada sistema (hospede-hospedeiro) e, por isso, as condicdes devem ser
definidas para cada molécula héspede. (CUNHA-FILHO, SA-BARRETO, 2007).

Uma das técnicas utilizadas em estado solido € conhecida como malaxagem e
consiste na formagéo de uma pasta a partir da adicdo da minima quantidade de liquido
(dgua ou misturas hidroalcoolicas) suficiente para umedecer a mistura sélida de
farmaco e CD. Em escala laboratorial, é realizada em um almofariz com auxilio de um
pistilo. Industrialmente, a mistura de componentes é efetuada em uma malaxadora
(CUNHA-FILHO, SA-BARRETO, 2007).

Outro método é a atomizacdo, um dos mais empregados para produzir
complexos a partir de uma solugdo. Consiste em obter uma mistura parcial do sistema
e eliminar rapidamente a agua, aumentando a eficiéncia de complexacao. Esta técnica
permite controlar o tamanho das particulas obtidas em curtos intervalos de tempo
(CUNHA-FILHO, SA-BARRETO, 2007).

O método de liofilizacdo € uma outra técnica em que ocorre a eliminacao de

solvente dos sistemas em solucdo através de um prévio congelamento e posterior
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secagem a pressoOes reduzidas. A liofilizagdo permite a obtencdo de complexos de
inclusdo com elevado rendimento e um baixo estresse térmico (CUNHA-FILHO, SA-
BARRETO, 2007).

Ja a coprecipitacao parte de uma solucéo de farmaco e CD em condi¢des muito
proximas a saturacdo e através de mudancas bruscas de temperatura ou adi¢édo de
solventes organicos. Obtém-se a precipitacdo do material em forma de complexo de
inclusdo, onde os cristais formados sédo coletados por centrifugacdo ou filtracéo
(CUNHA-FILHO, SA-BARRETO, 2007).

Um dos métodos mais inovadores para obtencdo de complexos em estado
sélido é o de fluidizacdo supercritica e utiliza CO2 gasoso em estado supercritico,
conferindo aos materiais obtidos por esta técnica, caracteristicas Unicas quanto a
interacdo (CUNHA-FILHO, SA-BARRETO, 2007). Apesar da fluidizacio ser um
método atoxico (ndo utiliza solventes organicos), rapido, quimicamente estavel (utiliza
temperaturas moderadas), de baixo custo de manutencdo e com promissores
resultados descritos na literatura, ainda é uma técnica experimental que apresenta um
custo inicial bastante elevado (CUNHA-FILHO, SA-BARRETO, 2007).

2.4.3 Caracterizacdo de complexos de inclusdo com ciclodextrina

ApoOs a preparacdo do complexo, € necessario caracteriza-lo e isso pode ser
feito utilizando alguma técnica sensivel que consiga detectar as principais diferencas
entre a ciclodextrina, molécula hospede, mistura fisica e o complexo de incluséo.

Variagbes nas propriedades fisico-quimicas das moléculas hospedes podem
ser identificadas através de metodologias analiticas, que permitam detectar a
formacao dos complexos (UEKAMA, HIRAYAMA, IRIE, 1998). A maioria dos estudos
de caracterizacdo de ClI's com CDs em solucdo sao por espectroscopia de absorcéo
UV-Vis, técnica de fluorescéncia e espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN). Para os estudos que envolvem complexos em fase sélida, sao utilizadas com
mais frequéncia as técnicas de difracdo de Raios-X, estudos térmicos, espectroscopia
de IV-TF e estudos de dissolucdo (LYRA et al., 2010).

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), por exemplo, é
uma das mais Uteis técnicas para estudar interagdes de CDs com os hospedes. Trata-
se de uma técnica relativamente fécil, rapida e que fornece informacdes sobre a
elucidacao estrutural das substancias envolvidas e orientacdo correta da molécula
hospede dentro da cavidade (PESSINE, CALDERINI, ALEXANDRINO, 2012)
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A RMN como todas as técnicas de espectroscopia trata da interacdo da
radiagcdo eletromagnética com a matéria e € utilizada para determinar a estrutura de
substancias organicas. Ela consiste numa técnica que tem como caracteristica o
momento magnético do nucleo atémico devido ao spin nuclear resultante. Esse campo
magnético do nucleo poderé alinhar ou com o0 campo externo ou contra esse campo.
O fenébmeno de RMN ocorre quando nucleos alinhados com um campo aplicado séo
induzidos a absorver energia e a mudar a orientacado de spin em relacdo ao campo
aplicado. Assim, o foton com a quantidade certa de energia pode absorver e causar a
inversdo do estado de spin, sendo que a diferenca de energia é proporcional a forca
do campo magnético (PAVIA et al., 2012).

A RMN ¢é de grande utilidade porgue nem todos os prétons em uma molécula
tem ressonancia exatamente na mesma frequéncia. Isso ocorre porque o0s protons de
uma molécula estdo rodeados por elétrons e estdo em ambientes eletrénicos
diferentes em relacdo aos outros. Desta forma, um espectrometro de RMN de onda
continua, por exemplo, opera pela excitacdo dos nucleos de determinado isétopo que
se observa, um tipo de cada vez e entdo cada pico de ressonancia é observado e
registrado de maneira independente em relacdo aos outros (PAVIA et al., 2012).

A técnica de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (V-
TF) é bastante utilizada na caracterizacdo de sistemas solidos com CDs, por serem
determinacdes rapidas e precisas, ainda que a informacéo conseguida por este ensaio
apresente limitagdes. A fraca natureza dos fendbmenos envolvidos na complexacao
torna os desvios e mudancas de intensidade das bandas correspondentes aos grupos
quimicos do farmaco ou da CD bastante sutis, requerendo uma cuidadosa
interpretacéo dos dados (HEDGES, 1998; CUNHA-FILHO, SA-BARRETO, 2007).

A maioria dos compostos que possuam ligacdes covalentes absorvem varias
frequéncias de radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho do espectro
eletromagnético, sendo que essa regidao envolve comprimentos de onda maiores do
que a luz visivel e menor que o micro-ondas. As moléculas ao absorver radiacdo no
infravermelho sédo excitadas para atingir um estado de maior energia e isso é
quantizado. Essa radiacado absorvida corresponde a faixa que engloba frequéncias
vibracionais de estiramento e dobramento das ligac6es na maioria das moléculas mais
covalentes. Apenas as ligagbes que tem um momento de dipolo que muda como uma
funcd@o do tempo é capaz de realizar a referida absor¢do. Cada tipo de ligacdo tem

sua propria frequéncia natural de vibracao e dois tipos idénticos de ligacbes em dois
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diferentes compostos estdo em dois ambientes levemente diferentes, logo os padrdes
de absorcao no infravermelho (ou espectro de infravermelho) desses dois compostos
nunca sao exatamente idénticos. Desta forma, o espectro de infravermelho pode servir
como uma impressao digital e também para fornecer a informacéo estrutural de uma
molécula (PAVIA et al., 2012).

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) fornece informacgdes sobre o grau
de interacdo entre componentes e permite relacionar as propriedades morfologicas
dos complexos de inclusdo com sua conduta de compressédo. Esse método € util no
desenvolvimento inicial dos complexos (CUNHA-FILHO, SA-BARRETO, 2007).

Um microscépio eletrénico de varredura (MEV) utiliza um feixe de elétrons no
lugar de fétons utilizados em um microscépio Optico convencional, o que permite
solucionar o problema de resolucéo relacionado com a fonte de luz branca (DEDAVID,
GOMES, MACHADO, 2007).

Sabe-se que o comprimento de onda de um elétron é funcdo de sua energia
através das descobertas sobre o dualismo onda-particula. A energia pode ser
comunicada a uma nova particula carregada por meio de um campo elétrico
acelerador. Assim, sob uma alta voltagem, elétrons de comprimento de onda
extremamente curto (A= 0,005 A) e, portanto, de poder de resolugéo potencialmente
alto como uma fonte de iluminacgéo, podem ser produzidos. Além disto, devido as suas
cargas, o0s elétrons podem ser focalizados por campos eletrostaticos ou
eletromagnéticos e, entdo, sado capazes de formar imagens.

O principio do MEV consiste em utilizar um feixe de elétrons de pequeno
diametro para explorar a superficie da amostra, ponto a ponto, por linhas sucessivas
e transmitir o sinal do detector a uma tela catddica cuja varredura esta perfeitamente
sincronizada com aquela do feixe incidente. O sinal de imagem resulta da interacao
do feixe incidente com a superficie da amostra, sendo que este sinal recolhido pelo
detector é utilizado para modular o brilho do monitor, permitindo a observacgao
(DEDAVID, GOMES, MACHADO, 2007).

Dedavid e colaboradores (2007) ressaltam que o MEV é um aparelho que pode
fornecer rapidamente informacfes sobre a morfologia, identificacdo de elementos
quimicos de uma amostra sélida, observacdo e analise de caracteristicas
microestruturais de objetos soélidos. A principal razdo de sua utilidade é a alta
resolucdo que pode ser obtida quando as amostras sao observadas. Outra

caracteristica importante do MEV é a aparéncia tridimensional da imagem das
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amostras, resultado direto da grande profundidade de campo. Permite, também, o
exame em pequenos aumentos e com grande profundidade de foco, o que é
extremamente (til, pois a imagem eletrébnica complementa a informacdo dada pela
imagem optica.

Diante do conhecimento de técnicas para preparo e caracterizacdo de
complexos, destaca-se aqui alguns exemplos da formagéo de Cl com flavonoides.

2.4.4 Complexos de inclusdo com flavonoides

Como j& foi visto, os flavonoides possuem uma diversidade de atividades
farmacoldgicas tanto in vivo quanto in vitro, mas muitas vezes os compostos desses
grupos possuem limitada solubilidade em agua. O preparo de complexos de inclusédo
de ciclodextrinas com os flavonoides tem o objetivo de melhorar principalmente a
solubilidade, mas também a estabilidade, toxicidade e biodisponibilidade.

Estudo apresentou a preparacéo, caracterizacao e propriedades do complexo
de incluséo da crisina, uma flavona, com -CD na proporcédo de 1:3 através do método
de cristalizagcdo. O processo de inclusédo ndo apenas aumentou a solubilidade da
crisina, mas também seu potencial antioxidante, atividade antimicrobiana e atividade
antitumoral (ZHU et al., 2016).

Outra pesquisa relatou a formacao de CI entre a rutina e quatro ciclodextrinas
(B-CD), (2-hidroxipropil)-a-ciclodextrina (HP-a-CD), (2-hidroxipropil) — B-ciclodextrina
(HP-B-CD) e (2-hidroxipropil)-y-ciclodextrina (HP- y-CD). Resultados de estudos de
diagrama de solubilidade mostraram que a rutina formou CI com todas as CDs
utilizadas. No entanto, os complexos formados com HP-y-CD e HP-3-CD
apresentaram as maiores constantes de estabilidade. A formacgéo desse complexo de
inclusdo conferiu graus moderados de protecdo contra a degradacdo pelo calor e
radiacdo UV durante o armazenamento, e aumentou significativamente sua
capacidade antioxidante (NGUYEN et al., 2013).

Kim e colaboradores (2008) estudaram a preparacdo de Cl de CDs com
flavonas em solucédo aquosa através do estudo de solubilidade. Avaliaram o efeito da
B-CD, heptaquis-(2,6-di-O-metil)-B-ciclodextrina (DM-B-CD) e 2-hidroxipropil-B-
ciclodextrina (HP-B-CD) na solubilidade aguosa de trés flavonas: crisina, apigenina e
luteolina. Eles observaram melhorias na solubilidade de todas as flavonas obtido com
as trés CDs, seguindo a seguinte ordem: HP-3-CD> DM-B-CD> B-CD, e além disso,

as CDs mostraram maior constante de estabilidade quando complexada com a
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luteolina do que com as outras flavonas. O aumento observado da solubilidade da
luteolina para as trés CDs foi explicado pela diferenca de interacdo eletrostatica de
cada complexo, especialmente nas ligacdes de hidrogénio.

Tommasini e colaboradores (2004) mostraram a formacéo de Cl da hesperetina
e narigenina com a B-CD e observaram um aumento da solubilidade destes
flavonoides apés a formacgdo dos complexos. Eles realizaram estudo de diagrama de
solubilidade e estudo de dissolucdo, sendo o método de preparo do Cl realizado por
co-precipitacao.

Por exemplo, estudo recente (SALI et al, 2018) mostraram que a fisetina, um
flavonol pouco soluvel em agua, complexa com 3-ciclodextrina. Eles avaliaram o efeito
citotoxico do complexo fisentina/-CD em linhagem de células tumorais HepG2 e
verificaram que a presenca de B-CD n&o modificou consideravelmente os efeitos de
fisetina em células HepG2, mantendo os efeitos.

Zyzelewicz e colaboradores (2018), prepararam complexo de incluséo de (+)-
catequina com 3-CD por métodos de co-precipitacao e liofilizacdo. Avaliaram ainda a
atividade antioxidante e observou que a inclusdo de (+)-catequina na cavidade de [3-
CD diminui sua capacidade antioxidante contra espécies reativas de oxigénio.

De forma geral, percebe-se que os complexos de inclusdo formados entre
flavonoides e CDs aumentam significativamente a solubilidade desse grupo de
metabdlitos e melhoram ou mantém suas atividades. Como foi visto a baixa
solubilidade em &gua € uma caracteristica comum a alguns flavonoides. Outra forma
de verificar se houve formacao de Cl envolvendo flavonoides é comparar as atividades
farmacoldgicas da substancia livre e do Cl. Como a vitexina possui potencial sobre
doencas do sistema respiratorio, incluindo a asma (VENTURINI et al., 2018),
atividades mais especificas podem ser avaliadas para comparar o efeito da formacgao
de complexo. Essas atividades podem ser avaliadas com o modelo experimental de
reducado de tosse e acdo como expectorante, portanto, um breve resumo sobre tosse

e producdo de muco seré relatado.

2.5 Reflexo da tosse e producao de muco pelo sistema respiratorio

2.5.1 Consideracdes sobre o reflexo da tosse
A palavra tosse descreve um reflexo respiratdrio protetor e € um mecanismo de

desobstrucdo das vias aéreas, podendo ser tanto um sintoma de doencas
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respiratorias quanto um movimento voluntario. Desta forma, a tosse pode ser iniciada
por uma variedade de estimulos, mas os seres humanos também podem realiza-la
sob demanda ou suprimi-la parcialmente. A tosse € um reflexo protetor complexo que
remove material irritante ou secre¢fes excessivas das vias aéreas. Além disso, a
tosse pode ser uma resposta a agressores ambientais, alteracoes de temperatura e
exposicdo a estimulos como fumaca de cigarro (SPINOU, 2018).

O reflexo da tosse € composto por trés fases, inspiratoria, compressao e
expiratéria, respectivamente. A fase inicial € caracterizada por uma inspiracao rapida
e profunda. Na fase de compressao, a glote se fecha e ocorre aumento da presséo
intrapleural pela contracdo dos muasculos expiratorios. E na terceira fase (passados
0,2 segundos), ocorre a abertura da glote, levando a um fluxo intenso de ar. Esse fluxo
alto e veloz leva a expelicdo das secrecfes contidas no trato respiratério e gera o som
caracteristico da tosse (MCCOOLD, 2006; RODRIGUES, GALVAQ, 2017).

A tosse € iniciada ap6s a ativacdo dos nervos sensoriais das vias aéreas. Estes
nervos sdo adaptados para detectar alteracfes fisica e quimica no ambiente e, se
necessario, provocar eventos reflexos de protecdo, como a tosse. E importante
ressaltar que embora a tosse seja frequentemente descrita como um reflexo, ela
também pode ser um evento voluntario e ndo ser iniciado pela estimulacdo nervosa
sensorial aferente (BONVINI, 2015).

O referido reflexo, que é mediado por nervos sensoriais, termina nas vias
aéreas superiores e inferiores. Esses nervos diferem em sua origem (ganglio
sensorial), local de terminacgéo (vias aéreas superiores ou inferiores), caracteristicas
fisiolégicas (mielinizacdo, velocidade de conducdo, expressdo receptora) e
sensibilidade a estimulos (GRACE, et al., 2013).

O inicio dela se da pela irritacdo dos receptores presentes na faringe, traqueia,
carina, pontos de ramificacdo das grandes vias aéreas e porcéao distal das pequenas
vias aéreas. A ativacao de tais receptores ocorre por estimulos quimicos (acido, calor
e compostos semelhantes a capsaicina) e mecanicos. Os receptores presentes nas
fibras C séo ativados pela estimulagédo quimica e os receptores sensiveis a estimulos
mecanicos podem ser encontrados no estdémago, pericardio, pleura, diafragma,
faringe, seios paranasais, timpanos e meato acustico externo. Eles sdo ativados pelo
tato e por distensdo (POLVERINO et al., 2012; RODRIGUES, GALVAO, 2017).

As terminacgfes nervosas sensitivas estdo amplamente distribuidas por toda a

via aérea, e 0s terminais estdo geralmente préximos as estruturas de epitélio ou
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inervagao (por exemplo, corpos neuroepiteliais, glandulas mucosas e musculo liso das
vias aéreas), embora os terminais nao estejam limitados a estes. Receptores
presentes em certos nervos sensoriais das vias aéreas alojados no interior do nervo
vago detectam estimulos potencialmente perigosos, e se a ativacao atingir certo limite,
entdo uma acgdo potencial é produzida que é levada até o nervo vago e sinapses em
regides distintas da medula, onde o reflexo é processado. Um sinal é entdo enviado
através dos mecanismos parassimpaticos colinérgicos eferentes para causar
broncoconstricdo ou via nervos motores a laringe, musculos respiratorios e diafragma
para causar a tosse (BONVINI, 2015).

Assim, o reflexo da tosse é desencadeado pela estimulacdo de terminais
nervosos aferentes (sensoriais) nas vias aéreas, resultando na coordenacéo central
de fibras motoras que inervam a glote, a parede toracica e o diafragma (TAYLOR-
CLACK, 2016).

Os nervos aferentes vagais sdo ativados e o inicio da tosse é evidenciado,
sendo esta composta por vias aferentes, centrais e eferentes. A via aferente possui
fibras nervosas sensoriais vagais, que estdo localizadas no epitélio ciliado das vias
aéreas superiores e ramos cardiacos e esofagicos a partir do diafragma. Tais
aferentes chegam difusamente a medula e deste o estimulo segue para o centro da
tosse (porgéo superior do tronco cerebral e na ponte). O centro da tosse é controlado
por centros corticais superiores e gera eferéncias que estimulam a musculatura
respiratdria por meio do nervo vago, nervos frénicos e motores espinhais, para
desencadear o reflexo da tosse (CANNING et al., 2014; POLVERINO et al., 2012).

O reflexo da tosse tem inicio quando 0s canais iGnicos nociceptivos sao
ativados ao longo das fibras. O receptor de potencial transitério do tipo vaniléide 1
(TRPV1) e receptor de potencial transitorio anquirina 1 (TRPA1). O TRPV1 é um canal
cationico néo seletivo presente no musculo liso e epitélio do trato respiratorio e na
membrana plasmatica dos neurbnios sensoriais que inervam as vias aéreas
superiores e inferiores. Diversos ligantes quimicos enddgenos e exdgenos podem
ativar o TRPV1, como compostos vanildides (capsaicina), metabdlitos de acido
araquidénico endogeno e em condi¢cdes de pH baixo e temperaturas acima de 43°C.
O TRPV1 e o TRPA1 néo sao considerados mecanorreptores, logo as fibras C séao
insensiveis a estimulos mecanicos. A ativagdo dos referidos receptores desencadeia
aferéncias nervosas para o tronco cerebral que emite eferéncias que alcangam a

musculatura respiratoria por meio do nervo frénico e dos nervos motores espinhais.
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Essas vias nervosas transmitem os impulsos a laringe e a arvore traqueobrénquica,
causando o aparecimento da tosse (Figura 9) (SADOFSKY et al., 2014; HUNTER et
al. 2016; BONVINI, 2015; RODRIGUES, GALVAO, 2017).

Os principais mecanoreceptores envolvidos na tosse sdo os de adaptacao
rapida (RARS) e os de estiramento de adaptacdo lenta (SARS). As aferéncias vagais
que apresentam os referidos receptores sdo insensiveis a estimulos quimicos, pois
nao possuem os canais idnicos TRPV1 ou TRPAL. Os corpos celulares dos neurdnios
envolvidos nas aferéncias por estimulos mecanicos estdo localizados no ganglio
inferior do nervo vago. Os RARs sdo mediadores primarios da tosse que regulam a
duracdo e a magnitude da fase inspiratéria e expiratoria da tosse. Tanto os RARS
guanto os SARS sdo ativados pela insuflagdo pulmonar sustentada. Os SARs séo
altamente sensiveis a estimulos mecéanicos exercidos sobre o pulmdo durante a
respiracao. Eles sdo mais ativos nas vias aéreas superiores, ja que existe uma maior
area de superficie para despolarizacdo. Quando os SARs séo ativados o reflexo da
tosse € iniciado (CANNING et al., 2014; RODRIGUES, GALVAO, 2017)

E necessario destacar que o receptor TRPV1, mesmo sendo conhecido por
ativar fibras C, também ativam a fibra Ad, porém a ativacdo desta possui um efeito
indireto. J& o receptor TRPAL ativa apenas a fibra C. Existem ainda o receptor TRPV4
que é um canal idnico permeéavel a Ca?*, sendo ativado por temperaturas maiores que
24° C e sua ativacao nas vias aéreas esta associada a liberacdo de ATP. Similarmente
ao TRPV1 e TRPAL, a ativacdo TRPV4 também esta vinculada ao receptor acoplado
a proteina G. O receptor TRM8 € também um canal idnico ativado por baixas
temperaturas entre 15 e 28°C (BONVINI, 2015).



44

Capsaicina ou acido Ativacao via ligante
citrico guimico
|
Receptores do nervo vago »| Expressam o canal
ativam as fibras C idnico TRPV1

Desencadeia aferéncias
nervosas para o tronco
cerebral

|
Impulsos alcangam & musculatura

respiratéria, diafragma e parede abdominal
através do nervo vago, frénico e espinhal

Impulsos chegam a laringe e a arvore
tragueobrénquica

Reflexo da tosse

Figura 9. Esquema do reflexo da tosse através de ligante quimico ativando as fibras
C e expressando o canal idbnico TRPV1 da membrana.

Diante do exposto, percebe-se que embora a tosse seja um reflexo protetor
natural para eliminar as secrecfes das vias aéreas, 0s agentes patogénicos do trato
respiratério € um dos sintomas comuns associados a doenca inflamatéria crénica do
trato respiratério, como asma, bronquite crbnica, pneumonia e sindrome do

gotejamento pos-nasal (SONG et al., 2014).

2.5.2 Consideragdes sobre producdo de muco no sistema respiratério

O epitélio das vias aéreas desenvolveu maneiras de combater atagques, como
por exemplo, de fuligem, poeira, microbios e alérgenos, e sua primeira defesa contra
0 que invade e danifica o epitélio € a producdo de muco. Este muco € um gel
viscoelastico que forma uma pelicula fina na superficie das vias aéreas. E um
importante mecanismo de defesa homeostatico que progride para reduzir o dano
epitelial por irritantes inalatérios. Em circunstancias normais, o0 muco das vias aéreas
protege o revestimento epitelial, aprisionando detritos, bactérias e virus estranhos, e
limpando-os da via aérea por movimentos ciliares, um processo denominado
“clearance” mucociliar (Figura 10). Ja em condicbes clinicas associadas a
hipersecrecdo de muco nas vias aéreas, como asma, doenca pulmonar obstrutiva

cronica (DPOC) e fibrose cistica (FC), o muco ao invés de protetor torna-se um
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contribuinte para determinada doenca respiratéria (Figura 10). A hipersecrecéo e as
alteracdes nas propriedades biofisicas do muco podem prejudicar o “clearance”
mucociliar, acumulando assim muco nos pulmdes o que dificulta a respiracdo, a
morbidade e, em casos graves, mortalidade (ROGERS, 2007; HOUTMEYERS, et al.,
1999; DEL DONNO, et al., 2000).

O referido muco das vias aéreas é entdo uma solucdo aquosa complexa
composta de lipideos, glicoconjugados e proteinas. Ele € composto ainda de
eletrdlitos, enzimas e anti-enzimas, oxidantes e antioxidantes, produtos bacterianos
exogenos, secrecdes antibacterianas endogenas, mediadores e proteinas derivadas
de células, mediadores e proteinas derivados do plasma (Fig. 10) e &cido
desoxirribonucleico (DNA). (ROGERS, 2007).

Transporte mucociliar

Gel
Surfactante stk A \ " } Muco

Epitélio
* Célula ciliada

exsudacéo
de plasma ‘&

E Nervos
Mediador

regulador\% _J

Gléandula submucosa

Asma
Inﬂamagéo Doenca de obstrucdo pulmaonar crénica
Fibrose cistica

Figura 10. Secrecdo de muco das vias aéreas e hipersecrecdo. Fonte: DUNCAN,
ROGERS, 2007.

Acredita-se que o muco das vias aéreas forma uma bicamada liquida, sendo

uma camada superior chamada gel (viscosa), uma inferior aguosa chamada sol e 0
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fluido periciliar (Figura 10). E provavel que uma fina camada de surfactante esteja
entre as fases sol e gel. Presume-se que a funcao da camada sol inclua a lubrificacéo
dos cilios. A camada surfactante pode facilitar a disseminacdo do muco sobre a
superficie epitelial. JA a camada gel atua retendo particulas e € movida sobre as
pontas do batimento ciliar. O fluido periciliar basicamente € composto por 4gua cuja
concentracdo é determinada por transporte ativo de Na e Cl através do epitélio
respiratorio. As particulas inaladas ficam aderidas a camada gel e sdo removidos das
vias respiratérias por um processo denominado a “cleareance” mucociliar. Quando o
muco atinge a garganta, ou € engolido e entregue para o trato gastrointestinal para
degradacdo, ou, se excessiva, como na doenca respiratoria, € expelido por
“‘expectoracao” (ROGERS, 2007; KNOWLES, BOUCHER, 2002; MORGENRHOT, et
al., 2000; TRINDADE, 2007).

Ainda segundo Roges e colaboradores (2007), a figura 10 mostra (parte
superior) que nas vias aéreas saudaveis, 0 muco forma uma dupla camada sobre o
epitélio, com o surfactante (linha pontilhada) separando as camadas “gel” e “sol”.
Mucinas secretadas por células caliciformes e glandulas submucosas conferem
viscoelasticidade ao muco, o que facilita a “cleareance” mucociliar de particulas
inaladas e irritantes. A hidratacdo do muco é regulada pelo fluxo de sal (e, portanto,
agua) através do epitélio. As proteinas plasméaticas exsudadas da microvasculatura
tragqueobrénquica banham a submucosa e contribuem para a formacédo de muco. Os
processos acima estdo sob o controle de nervos e mediadores reguladores. A parte
inferior da referida figura mostra o processo de inflamacéo das vias aéreas (asma,
doenca pulmonar obstrutiva cronica e possivelmente fibrose cistica) que induz a
alteracdes associadas a um fendtipo de hipersecre¢do de muco, incluindo aumento
da exsudacdo plasmatica (mais predominante na asma do que a DPOC ou FC),
hiperplasia de células caliciformes, através de diferenciagdo das células basais e
associado aumento da sintese e secrecdo de muco e hipertrofia da glandula
submucosa (com aumento associado da producao de muco), levando ao aumento do
muco luminal (e obstrugdo das vias aéreas).

Em individuos saudaveis o muco € primariamente transportado pelos cilios,
porém em varios estados patolégicos onde existe uma hiperproducédo de muco, o
“clearance” pela tosse e espirro assume um papel fundamental. A tosse é
caracterizada por uma inspiracdo de aproximadamente 2 litros de ar, com um rapido

fechamento da glote e aumento da presséao pleural para 100 cm H20 ou mais. Com a
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abertura da glote ocorre a liberacao de um fluxo de ar bifasico com componente inicial
rapido com duragdo de aproximadamente 30-50 milissegundos seguido de um
componente mais lento, que viaja ao longo da traqueia parcialmente colapsada. O gas
expirado atinge a camada de muco e transfere parte de sua energia cinética causando
a movimentacao do muco em direcéo a glote (TRINDADE, 2007; MACCHIONE et al.,
1995).

A efetividade na remocédo do muco é dependente da magnitude do pico do fluxo
gerado durante a tosse. A pressao intrapulmonar elevada alcancada a partir de uma
inspiragdo profunda, do fechamento da glote e da contracdo da musculatura
expiratéria proporciona altos fluxos na fase explosiva da tosse e este alto fluxo
transfere energia cinética do ar para a secrecédo ou para o corpo estranho, removendo-
os da parede broénquica e transportando-os até a faringe ou a boca, onde podem ser
eliminados. Para que este mecanismo aconteca de forma satisfatoria, é necessério
haver atividade neuromuscular intacta e coordenacao efetiva (FREITAS, PARREIRA,
IBIAPINA, 2010).

Assim, guando se utiliza um farmaco expectorante pretende-se diminuir a
viscosidade do muco ou fluido periciliar. Embora essa diminuicdo nao seja suficiente
para melhorar a “clareance” no caso de liquido de superficie das vias aéreas
empobrecido, melhorar a hidratacao do fluido periciliar pode separar as secre¢des do
epitélio, diminuindo a tenacidade e melhorando a transportabilidade e a “clareance”
(SONG et al., 2014). Portanto, ha uma demanda crescente por farmacos que
promovam atividades antitissicas e expectorantes com menos efeitos adversos.

No entanto, ndo basta apenas encontrar substancias com acao antitussigena e
expectorante, pois isso ndo garante a seguranca do futuro produto, para isso é
necessario avaliar a sua toxicidade e um dos métodos de triagem mais simples utiliza

a Artemia salina como organismo de observacédo, conforme ser& descrito a seguir.

2.6 Toxicidade utilizando Artemia salina

Existem varias metodologias in vitro e in vivo para determinacdo da toxicidade
de extratos vegetais, fragcbes e substancias isoladas de plantas. H4 uma grande
discusséo sobre a utilizacdo de animais em determinados experimentos, como o da

toxicidade, por exemplo, pois inicialmente pode-se fazer a utilizacdo de métodos
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alternativos in vitro como prévia de estudos in vivo ou até mesmo para substituir
(FRAZIER, 1992).

Um dos métodos alternativos amplamente utilizados em triagem de substancias
de origem vegetal é o método que utiliza a Artemia salina. Este organismo é um
microcustaceo da ordem Anostraca utilizado na alimentacdo de peixes e camardes
por seu alto valor nutritivo. Possui como caracteristica a de nadar com a parte ventral
do corpo voltada para cima, direcionada para a luminosidade e de estarem sempre
em locomocao, por serem animais filtradores e dependentes disso para alimentar-se
e respirar (ASEM, 2008). E um método que avalia preliminarmente a toxicidade de
substéancias, sendo conhecido por seu baixo custo ja que os ovos de A. Salina custam
em meédia R$ 7,00 cada grama, duracdo do experimento € em torno de 2 a 3 dias e
nao exige técnicas assépticas nem autorizacdo de comité de ética para utilizacao.
Inimeros constituintes bioativos tém sido obtidos de extratos vegetais utilizando este
teste na monitoracdo de estudos fitoquimicos (SIQUEIRA et al., 1998).

A metodologia utilizando Artemia salina faz uma relacdo entre o grau de
toxicidade e a dose letal média, DLso, de extratos de plantas sobre esse
microcrustaceos, considerando que quando verificados valores acima de 1000 pg/mL
e ndo havendo morte acima de 50%, estes, sdo considerados atoxicos (MEYER, et
al., 1982).

Desta forma, o referido teste de letalidade utiliza um método simples na
pesquisa de produtos naturais e que possui uma boa correlacdo com testes de
toxicidade aguda oral in vivo, sendo que o procedimento determina valores de
concentragéo letal média (DLso), em pg/mL, de compostos e extratos, sendo que
inlmeras substancias ativas conhecidas apresentam toxicidade por este teste
(MEYER et al., 1982; PARRA et al., 2001).
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3. Justificativa

Em pesquisa de mestrado (COSTA, 2014) foi isolada vitexina de Jatropha
mutabilis, dado relatado pela primeira vez para esta espécie. Em busca realizada na
literatura, uma diversidade de atividades bioldgicas in vitro e in vivo foram encontradas
para a mesma, incluindo anticancer, antioxidante, anti-inflamatéria, antinociceptiva,
anti-hipertensiva, antiespasmadica, antiviral e antidepressiva (AN et al., 2015; ROSA
et al.,, 2016; BORGHI et al., 2013; YANG et al., 2013; EPSTEIN SHOCHET et al.,
2015; DEMIR OZKAY, CAN, 2013; ZHU et al., 2016; JE et al., 2014; RAGONE et al.,
2007; KRCATOVIC et al., 2008; CAN, DEMIR OZKAY, UCEL, 2013; HE et al., 2016).

No entanto, um dado mais recente chamou a atencdo, pois mostrava que
concentracfes baixas de vitexina (0,2, 1 e 5 mg/kg) administradas via oral em
camundongos inibiu a inflamagdo na asma alérgica induzida por ovalbumina
(VENTURINI et al., 2018). Desta forma, como os autores da referida pesquisa
mostraram o potencial da vitexina sobre essa doenca do sistema respiratorio, propos-
se avaliar as atividades expectorantes e antitussigena dessa flavona. Para
complementar, como foi visto que a vitexina possui baixa solubilidade em &gua,
sugeriu-se formar complexos de inclusdo da mesma com B-CD e observar o efeito.
Além disso, como ndo haviam estudos sobre a validacdo de metodologia analitica
para quantificacdo de vitexina em Jatropha mutabilis, também se propds a realiza-lo.

As doencas respiratdrias estdo entre as principais causas de morte no mundo.
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, as quatro doencas pulmonares mais
comuns (pneumonia, tuberculose, cancer de pulmédo e doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC) serdo responsaveis por cerca de uma em cada cinco mortes no
mundo em 2030. Além da mortalidade prematura, as doencas tém um impacto
dramatico na sociedade no que diz respeito a deficiéncia, aos custos dos cuidados de
saude e a perda de produtividade. Assim, a prevencdo e o controle de doencas
respiratorias representam um dos principais objetivos em termos de politica de saude
(SECHER et al., 2018). Nesse contexto, a tosse e a producdo de muco estio
associadas as doencas respiratorias, sendo 0s sintomas mais comuns entre elas.
Portanto, é necesséaria uma busca por substancias de origem vegetal que tenha algum
tipo de atividade antitussigena e/ou expectorante com efeitos adversos minimos.
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4. Hipo6tese

Estudos mostram que substancias isoladas de plantas medicinais geralmente
apresentam algum tipo de atividade biolégica, assim como seus extratos e fracdes.
Pesquisas apresentam a vitexina como tendo potencial no tratamento de doencas
respiratérias, incluindo a asma (VENTURINI et al., 2018). Como ndo ha nenhum tipo
de estudo em relacéo a atividade antitussigena e expectorante da vitexina propde-se
gue a mesma possa apresenta-las. Em consonancia, por a vitexina apresentar baixa
solubilidade em agua, pretende-se ainda comparar tais atividades para essa flavona
livre e também para o complexo de inclusao de vitexina com B-ciclodextrina, ja que
este oligossacarideo atua no incremento da solubilidade de substancias através da

inclusdao destas em sua cavidade.
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5. Objetivos
5.1. Geral:

Produzir complexo de inclusdo de vitexina com (-ciclodextrina, bem como
avaliar as atividades expectorantes e antitussigenas dessa flavona e do complexo de

incluséo vitexina/B-CD.

5.2. Especificos:

¢ |solar vitexina das folhas de Jatropha mutabilis;

¢ Validar metodologia analitica por CLAE-DAD para quantificacéo de vitexina em
extrato etandlico bruto de Jatropha mutabilis;

e Preparar e caracterizar o complexo de inclusdo vitexina/B-CD por técnicas
como Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) e Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF);

e Avaliar os efeitos expectorantes e antitussigenos em camundongos tanto da
vitexina quanto do complexo de incluséo vitexina/B-CD;

e Avaliar a Toxicidade frente a Artemia Salina da vitexina e do complexo de

incluséo vitexina/B-CD.
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6. Material e Métodos

6.1 Coleta do material vegetal

O material vegetal (folhas) de Jatropha mutabilis foi coletado no Centro de
Recuperacdo de Areas Degradadas da UNIVASF (coordenadas geogréaficas
09°19'32,60”S, 040°32’51,20”"W, 387 m de altitude) no municipio de Petrolina, no
estado de Pernambuco, sendo a exsicata depositada no Herbario da UNIVASF
(HVASF) da cidade de Petrolina com niumero de tombo #14316. A atividade de acesso
ao Patrimbnio Genético, foi cadastrada no SisGen, em atendimento ao previsto na Lei
n® 13.123/2015 e seus regulamentos sob niumero AB715E4.

6.2 Isolamento e identificag&o de vitexina

As folhas de Jatropha mutabilis coletadas (1,52 kg) foram submetidas a
secagem em estufa com circulagdo de ar a 40 °C por 8 dias consecutivos. Apos a
retirada da umidade, o material foi pulverizado em moinho mecanico, fornecendo
309,5 g de folhas. As folhas secas e pulverizadas foram maceradas a temperatura
ambiente com alcool etilico a 95 % em recipiente de a¢o inoxidavel, sendo realizadas
extracdes num intervalo de 72 horas entre cada extragdo. A solucdo extrativa foi
concentrada em evaporador rotativo a uma temperatura de aproximadamente 50 °C,
obtendo-se 56,5 g de extrato etandlico bruto (Jm-EEB).

O Jm-EEB (51,5 g) foi solubilizado em uma mistura de metanol e agua,
MeOH:H20 (3:7, v/v), sob agitacdo mecanica por 40 minutos para homogeneizacéo,
resultando na formacgé&o da solug&o hidroalcéolica I. Esta foi submetida a uma particéo
do tipo liquido/liquido em funil de decantagdo com o solvente hexano. A mistura
anterior foi agitada, sendo em seguida colocada em repouso para promocdo da
decantacédo. Apoés este processo fisico, duas fases foram observadas e coletadas em
recipientes separados, a fase hexanica (Jm-Hex) e a solugéo hidroalcéolica Il. Uma
nova particéo foi feita com esta solugéo e o solvente cloroformio, resultando nas fases
cloroformica (Jm-CHCIs) e solucdo hidroalcéolica Ill. Com esta ultima, foi feita uma
particdo com o solvente acetato de etila, obtendo-se a fase acetato de etila (Jm-
AcOEt) (Fluxograma 1).
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Fluxograma 1 - Fracionamento do extrato etandlico bruto (Jm-EEB) de Jatropha

mutabilis.

Material vegetal
pulverizado
(309,50 g)

|

EEB (51,50 g)
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rota evaporador. \l(
Fase acetato de etila (3,93 g) Solucgéo

hidroalcoolica IV

As fases obtidas foi adicionada uma pequena quantidade de um agente
dessecante, o sulfato de sodio anidro (Na2S0Oa4), intercalando-se vigorosa agitacéo.
Em seguida, foram filtradas e concentradas em evaporador rotativo a 50 °C. Este
procedimento resultou na obtencao das fases Jm-Hex (14,59 g), Im-CHCIs (1,82 g) e
Jm-AcOEt (3,93 g).

Durante a concentracédo da Jm-AcOEt em rota evaporador, ocorreu a formacao
de um precipitado de coloragdo amarelada no fundo do baldo. O concentrado desta
fase foi solubilizado em acetato de etila enquanto que o precipitado ja citado ficou
aderido as paredes do baldo, sendo posteriormente solubilizado parcialmente em

metanol e submetido a uma sonicacdo em aparelho de ultrassom para desprender o
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precipitado (Jm-1) do recipiente, obtendo-se 725,5 mg de Jm-1. Para purificacdo de
Jm-1, o mesmo foi submetido a recristalizacdo com metanol. Os experimentos
relatados acima foram realizados no Laboratorio de Bioquimica e Farmacognosia da
UNIVASF (campus centro em Petrolina-PE).

Jm-1 foi identificada por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN), sendo solubilizada em DMSO (DMSO-d6). Os espectros uni de *H-RMN (400
MHz), 13C RMN (100 MHz) e bidimensionais (HSQC, HMBC e COSY) das amostras
foram obtidos com um espectrometro Bruker Ascend 400. Os deslocamentos quimicos
(0) foram referenciados para RMN de 'H pelos picos caracteristicos dos hidrogénios
em relacdo ao tetrametilsilano (TMS), Dimetilsulfoxido-DMSO (6H = 2,49). As
multiplicidades das bandas de RMN *H foram indicadas segundo as convencdes: s
(simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto) e m (multipleto). As analises de
RMN foram realizadas pela Central de Andlise de Farmacos, Medicamentos e
Alimentos (CAFMA) da UNIVASF (campus centro em Petrolina-PE).

6.3 Validacao de metodologia analitica para quantificacdo de vitexina em extrato
etandlico bruto (EEB) de Jatropha mutabilis

6.3.1 Preparacao das solucdes estoque de extrato de Jatropha mutabilis
Solugdes estoque (2 mg/mL) foram preparadas a partir de 50 mg do Jm-EEB,
que foram transferidas para baldes volumétricos de 25 mL e solubilizadas com
metanol/acetonitrila grau HPLC (1:1). Uma sonicacédo por 5 min foi usada para otimizar
0 processo de solubilizacao. Seis diferentes concentragdes que variaram de 400 a 900
pg/mL foram preparadas a partir das solugbes estoque. Todas as analises foram
realizadas em triplicata. Todas as analises de validagéo foram realizadas na CAFMA

da UNIVASF (campus centro em Petrolina-PE).

6.3.2 Preparacao das solucdes estoque de vitexina

Solucbes estoque de vitexina (256 pg/mL) foram preparadas utilizando
metanol/acetonitrila grau-HPLC como solvente e sonicadas por 5 minutos. Diluices
com a mesma proporcao de metanol/acetonitrila foram realizadas e obtidas solucdes
que variavam de 2 pg/mL a 128 pg/mL. Todas as analises foram realizadas em

triplicata.
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6.3.3 Instrumentacao e condi¢des cromatograficas

As andlises foram realizadas utilizando um HPLC (Shimadzu®, Japao)
sistema composto por uma bomba quaternaria (modelo LC-20ADVP) acoplada a
detector de arranjo de diodos (Modelo SPD, 20AVP), compartimento de coluna
termostatizado (modelo CTO, 20ASVP), injetor automéatico (modelo SIL, 20ADVP),
controlador (modelo SCL, 20AVP) e desgaseificador (modelo DGU, 20A). A coleta de
dados e analises foram realizadas usando o software Shimadzu® LCSolution™.
Todas as solucdes foram desgaseificadas e filtradas através de um filtro de poros de
0,45 pm (Chromfilter®, Xangai, China). Foi utilizada uma coluna RP C-18 (150 x 4,6
mm), tamanho de particula de 2,7 uym (Agilent®, Poroshell). A fase moével do método
desenvolvido foi composta por acetonitrila como solvente A e acido férmico 0,1%
como solvente B. As separacfes foram efetuadas por um gradiente linear como
segue: 0.01-40.0 min, 90-72% B; 40.0-50.0 min, 72-90%. Cada corrida foi seguida
pelo tempo de equilibrio de 10 min. A taxa de fluxo da fase movel foi de 0,4 mL/min e
o volume de injecao foi de 10 yL. Os ensaios cromatograficos foram realizados a 37

°C. A deteccdo de UV foi realizada a 336 nm.

6.3.4 Validacado de método

Na validacdo do método analitico utilizado para quantificar a vitexina no extrato
de Jatropha mutabilis, os seguintes parametros foram determinados: especificidade,
linearidade, exatidédo, precisao (repetibilidade e precisao intermediaria) e limites de
deteccao (LD) e quantificacdo (LQ), de acordo com os padrbes estabelecidos pela
RDC 166/2017 da ANVISA (BRASIL, 2017) e documento INMETRO DOQ-GCRE-008,
de margo/2003.

6.3.4.1 Especificidade

A especificidade foi demonstrada pela analise de uma solucdo de 700 ug/mL
do extrato de Mimosa tenuiflora sob as mesmas condi¢des cromatograficas do extrato
de Jatropha mutabilis e vitexina (substancia de referéncia). Compararam-se 0s

tempos de retencao e espectro de UV obtidos nos cromatogramas.
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6.3.4.2 Linearidade

A linearidade foi determinada pela construcao de trés curvas de calibracdo com
cinco pontos cada, com a concentracfes de vitexina no extrato obedecendo ao limite
de 80 a 120% da faixa de trabalho. As curvas padrao foram obtidas pela construcéo
de graficos de concentracdo versus area absoluta. A equacdo da reta foi determinada
por meio do estudo de regressao linear pelo método dos minimos quadrados e a
analise de variancia por ANOVA foi realizada para verificagcdo da linearidade do

método.

6.3.4.3 Limite de deteccao e Limite de quantificacao

O limite de deteccéao (LD) e o limite de quantificacao (LQ) foram determinados
a partir das curvas de calibragdo do padrao vitexina. O LD foi calculado de acordo com
a expresséao (DP x 3,3)/IC, em que DP € o desvio padrao do intercepto com o eixo Y,
IC é ainclinacdo das curvas de calibracdo. O LQ foi estabelecido usando a expresséo
(DP x10)/IC (BRASIL, 2017).

6.3.4.3 Exatidao

A exatidao foi determinada a partir de ensaio de recuperacao de padrao, isto €,
por meio da adicdo de quantidades conhecidas de vitexina nas solu¢des do extrato
etandlico de Jatropha mutabilis. Aliquotas de 100 pL de solucédo de vitexina (32 pg/mL)
foram adicionadas a volumes conhecidos de solu¢des do extrato nas concentracdes
de 400, 700 e 900 pg/mL, visando avaliar a porcentagem de recuperacdo em cada
nivel de concentracdo. Cada solucédo foi preparada em triplicata. A exatiddo foi
expressa pela relacdo percentual entre a concentracdo meédia, determinada

experimentalmente, e a concentracdo teorica correspondente (BRASIL, 2017).

6.3.4.4 Precisao

A precisao foi avaliada em termos de repetibilidade e precisdo intermédia de
acordo com a RDC 166/2017 (BRASIL, 2017). Para repetibilidade, 6 solugbes
diferentes (700 ug/mL) do EEB foi preparado pelo mesmo analista. A precisao
intermediaria foi avaliada em dois dias e por dois analistas. O resultado foi expresso

como o desvio padréao relativo (DPR), conforme o resultado obtido em seis medi¢des
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intradia e dezoito medi¢cdes interdia da solugdo do extrato na concentracao

correspondente a 700 pg/mL.

6.3.4.5 Robustez

A robustez do método foi avaliada por meio de pequenas modificacdes nas
condi¢cBes cromatograficas, tais como vazao (0,3 e 0,5 mL/min) e temperatura (36 e
38°C).

6.4 Preparacao e caracterizagdo do complexo de vitexina/B-ciclodextrina

6.4.1 Preparacdo de complexo vitexina/B-ciclodextrina e mistura fisica

Foram preparados complexos de vitexina/B-CD, em que tanto o flavonoide (50
mg) quanto a B-CD (131,1 mg) foram misturadas com metanol (~700 mL), sonicadas
em aparelho de ultrassom por 15 minutos a 25° C e em seguida rotaevaporados a 40°
C durante 40 minutos. Em seguida, o precipitado obtido foi solubilizado em &gua para
garantir que todo o complexo formado fosse solubilizado em &gua, filtrado para
retencdo de precipitado ndo complexado (vitexina, 9,9 mg) e submetidos a secagem
em estufa com circulacdo de ar a 40°C. Apds secagem, o complexo vitexina/-CD
(171,1 mg) foi reservado. Todos os calculos utilizando o complexo resultante foram
corrigidos ao equivalente de vitexina retida no papel de filtro, inclusive para
administracdo das mesmas nos animais, a referida diferenca foi utilizada para

correcao.

6.4.2 Caracterizagdo do complexo

6.4.2.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para elucidacao da estrutura da substancia, os espectros unidimensionais de
H-RMN (400 MHz), *3C RMN (100 MHz) e bidimensionais COSY, HSQC, HMBC e
ROESY das amostras foram obtidos com um espectrometro Bruker Ascend™ 400. A
vitexina foi solubilizada em DMSO (DMSO-d6). A B-CD e a vitexina/B-CD foram

solubilizadas em agua deuterada (D20).

6.4.2.2 Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF)
Os espectros de IV-TF foram registrados em um espectrometro Spectrum
Two™ da Perkin Elmer Verséo 10.4.00. A andlise foi realizada entre 4000 e 400 cm™,
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utilizou pastilhas de brometo de potéssio, para obtencéo de espectros com bandas de
absorcdes referentes aos grupos funcionais das amostras. Essa andlise foi realizada

no Instituto Federal do Sertdo Pernambucano (IF-Sertdo Campus Petrolina).

6.4.2.3 Analise morfologica por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A amostra foi fixada em adesivo dupla face de carbono e inserida no stub com
superficie plana circular de 1,2 cm de diametro. Em seguida, procedeu-se com a
deposicdo de ouro a uma taxa de 5 nm por minuto, durante 5 minutos, pelo método
de Sputtering, utilizando um equipamento QUORUM modelo Q150R. A caracterizagao
através da MEV foi realizada em um microscépio VEGA3 TESCAN, operando com

tensdo de 10 kV. Essa analise foi realizada na UNIVASF campus Juazeiro-BA.

6.4.2.4 Estudo de dissolucéo in vitro

Para determinacdo do comprimento de absor¢cdo maxima uma solucdo de
vitexina foi preparada com solucdo NacCl (0,15 M) acidificada em pH 1,5 com HCI, a
37 °C. A varredura foi realizada em comprimentos de onda de 200-400 nm usando um
espectrofotometro Even® UV-Vis. Em seguida uma curva de calibracdo a 340 nm (y
= 0,0162x - 0,0216 e R2 = 0,9957, onde x € a concentracdo de vitexina e y é a
Absorbancia) foi construida através das absorbancias correspondentes as
concentragdes de 2, 10, 15, 20, 25 e 30 pg/mL de vitexina em solugédo NacCl (0,15 M)
acidificada (pH 1,5) com HCI, a 37 °C.

Para estudo do perfil de dissolugcédo, 3 mg de vitexina livre e do complexo
vitexina/B-CD (equivaléncia de 3 mg de vitexina no complexo) foram colocados,
separadamente, em 50 mL de solu¢ao NaCl (0,15 M) acidificada (pH 1,5) com HCI. O
experimento foi realizado sob agitacdo magnética (100 rpm) e temperatura de 37 ° C.
Aliguotas das amostras foram coletadas ao longo do tempo e analisadas em
espectrofotometro a 340 nm para determinar a quantidade de vitexina solubilizada no
meio. Todas as analises foram realizadas em triplicata (WANG et al., 2011; PIRES,
ALMEIDA, MEIRELLES, 2016).
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6.5 Avaliacédo farmacoldgica

6.5.1 Animais
Foram utilizados camundongos machos albinos Swiss (Mus musculus),

pesando entre 25-30 g, procedentes do Biotério Setorial da UNIVASF (Petrolina/PE).
Antes dos experimentos, todos os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno
com condi¢cdes ambientais padrées (22°C, ciclo 12/12, claro/escuro) e com livre
acesso a racao e agua. Os animais foram mantidos em jejum por 2 h antes do
experimento. Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com 0s
regulamentos da legislacao brasileira e a comissao de ética no uso de animais da
Universidade Federal do Vale do Séo Francisco registrou a autorizagcao atraves de n°
0008/180816.

6.5.2 Avaliacédo da atividade expectorante a partir da quantificacdo do marcador
vermelho de fenol

Camundongos machos pesando 25-30 g (n=5/grupo) foram pré-tratados por via
oral com Guaifenisina 100 mg/kg (controle positivo), vitexina (0,2, 1 ou 5 mg/kg)
(VENTURINI et al., 2018), complexo vitexina/p-CD (dose da flavona a 0,2, 1 ou 5
mg/kg), B-CD (controle negativo) e agua (controle negativo). Apés 30 minutos, foi
administrada suspensao de vermelho de fenol (500 mg/kg) por via intraperitoneal.
Transcorridos 30 minutos, os animais foram anestesiados com tiopental sédico 160
mg/kg via intraperitoneal, sendo posteriormente eutanasiados. O lavado bronco
alveolar (LBA) foi obtido com 2 mL de solucdo de cloreto de sodio (NaCl a 0,9 %),
recuperando aproximadamente 1 mL de LBA, sendo 600 pL submetidos a
centrifugacéo (2500 rpm) por 10 minutos. O sobrenadante (500 pL) foi transferido para
outro recipiente e houve adicdo de 50 pL de hidréxido de sédio (NaOH 0,1 M). A
concentracdo do vermelho de fenol foi mensurada por densidade Optica em
comprimento de onda de 565 nm e os resultados expressos em pg/mL. Uma curva
padréo (y=0,1741x+0,0168 e R?=0,99) foi obtida com concentracdes de 0,1 a 10
png/mL de vermelho de fenol (ENGLER, SZELENYL, 1984; LIN et al., 2008; LIU,
WANG, LIU, 2009; SCHICKANEDER, ENGLER, SZELENYL, 1987).
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6.5.3 Avaliagcdo da atividade antitussigena em camundongos

Os animais (n= 6/grupo) foram colocados em camara de vidro de 500 mL e
expostos, individualmente, por aeracdo com nebulizador a uma solucédo de acido
citrico 0,4 M durante 3 minutos, sendo observada a frequéncia de tosse (quantas
vezes 0 animal tossiu em 3 minutos). O comportamento de tosse foi padronizado por
uma contragéo abdominal seguida de uma distinta abertura da boca, sendo contadas
guantas vezes isso aconteceu durante a exposicdo. Na triagem, utilizou-se como
critério de inclusdo de animais no teste um numero de tosse superior a 3
(subresponsivos) e inferior a 20 (hiperresponsivos). Apos a triagem e passadas 23 h
e 30 minutos de exposi¢cao do animal ao agente tussigeno, administrou-se por via oral
solucbes de Codeina (30 mg/kg), vitexina (0,2, 1 ou 5 mg/kg) (VENTURINI et al.,
2018), vitexina/B-CD (dose da flavona a 0,2, 1 ou 5 mg/kg no complexo) e p-CD
(controle negativo) e agua (controle negativo). Decorridos 30 minutos do pré-
tratamento, os animais foram expostos a nebulizagdo com acido citrico 0,4 M durante
3 minutos, sendo observadas e registradas a frequéncia de tosse. (KAMEI et al., 2007,
2011 e 2013; TANAKA, MARUYAMA, 2005).

6.6 Toxicidade com Artemia salina

A toxicidade foi avaliada utilizando o teste de letalidade descrita por Meyer et.
al. (1982) e adaptadas por Moreira et al. (2003). Estes utilizam a concentragao letal
média (CLso) como parametro de atividade bioldgica. Larvas de Artemia salina, foram
utilizadas na forma de nauplios.

Um recipiente de vidro (17 x 10 cm) preenchido com solucdo de sal marinho
artificial (38 g/L) foi utilizado para eclodir os ovos de Artemia Salina. Um plastico divisor
com varios furos de aproximadamente 2 mm foi adicionado ao recipiente para formar
dois compartimentos desiguais. Os ovos (25 mg) foram colocados dentro no maior
compartimento, protegido da luz, enquanto que o menor compartimento era iluminado.
Apds 30 h, as larvas de A. salina eclodiram e migraram para 0 compartimento
iluminado.

Solucdes estoque de vitexina e complexo foram preparadas a 5 mg/mL em
agua com 3% de DMSO. Aliquotas foram adicionadas a 5 mL de solucédo de sal
marinho e colocadas 10 larvas de A. Salina. As concentracdes do teste foram 1, 10,
100 e 1000 pg/mL. O teste foi realizado em triplicata. Um controle negativo foi
realizado, com 10 larvas e solugéo de sal marinho com DMSO (3%).
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6.7 Analise dos dados

Os dados da validacdo de metodologia analitica foram submetidos a analise
estatistica utilizando o OriginPro8®. Quando aplicavel, utilizou-se Analise de Variancia
(ANOVA) one-way e teste t de Student com nivel de significancia de 95%.

Os dados numéricos foram expressos em média + erro padrdo da meédia
(e.p.m). As diferencas entre as médias foram comparadas usando o teste t Student
nao-pareado, analise de variancia de uma via (ANOVA one-way) com pos-teste de
Tukey ou andlise de variancia de duas vias (ANOVA two-way) com medidas repetidas
(Para antitussigena, dias 1 e 2), seguido de pds-teste de Sidak, usando o Graphpad
Prism 6. As diferencas foram consideradas significantes quando o valor calculado de

p foi menor que 0,05 (* p< 0,05).

7. Resultados e Discussao

7.1 Elucidagéao estrutural de vitexina

A partir das folhas de Jatropha mutabilis obteve-se o extrato etandlico bruto
(56,5 g Jm-EEB), deste 51,5 g foram particionados, resultando nas fases Jm-Hex
(14,59 g), Jm-CHCIs (1,82 g) e Jm-AcOet (3,93 g). Durante a concentracdo em
rotaevaporador, a substancia Jm-1 (725,5 mg) que precipitou na fase Jm-AcOEt das
folhas de J. mutabilis como um sélido amarelo foi submetida a varias recristalizacdes
com metanol para purificacdo. Para purificacdo, ao sélido era adicionado metanol,
essa mistura era aquecida e, em seguida, resfriada. Posteriormente, com o auxilio de
uma pipeta de Pasteur, o sobrenadante era separado do precipitado (Jm-1). Esse
procedimento foi repetido por varias vezes até obter-se um sobrenadante incolor. A
substancia Jm-1 (precipitado amarelo) foi solivel apenas em DMSO, sendo submetida
a andlise espectroscopica de RMN de H e 3C e bidimensionais para elucidacéo
estrutural.

O espectro de RMN H de Jm-1, mostrado na Figura 11, apresentou Varios
sinais de multiplicidade variadas na faixa entre d8H 3 a 4 ppm caracteristicos
provavelmente de unidade osidica. Nesta regido, tém-se varios sinais como
multipletos, tripletos e dubletos correspondentes aos hidrogénios do acgucar (Figura
12).

O sinal em dH 2,49 ppm é um deslocamento do solvente que neste caso € o
dimetilssulfoxido (DMSO).
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Verificou-se ainda a presenca de quatro sinais intensos na regido de atomos
de hidrogénio ligados a carbonos aromaticos (Figura 13), pois geralmente as faixas
aproximadas de deslocamentos quimicos (ppm) desses prétons é entre 6H 6,0 a 8,0
ppm (PAVIA et al, 2010). Destes sinais, dois sdo dubletos em d6H 6,9 (2H, d, J=8) e
oH 8,0 (2H, d, J=8) ppm, ou seja, caracteristico de uma simetria presente na estrutura,
pois cada sinal tem integracdo para dois hidrogénios, sendo que a constante de
acoplamento indica posicéo orto para estes sinais.

Observou-se também a presenca de um singleto em dH 13,1 ppm que é
caracteristico de hidroxila quelatogénica e dois singletos largos com pouco
intensidade em oH 10,3 e 10,8 ppm caracteristicos de hidroxilas bastante

desprotegidas (Figura 11).
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De acordo com a quantidade de sinais relatados acima, dos deslocamentos
observados, padrédo de acoplamento e da integragao, pode-se sugerir que se trata de

um flavonoide (Figura 14) com uma unidade de aglcar como substituinte.

Figura 14. Estrutura basica de flavonoide.

A andlise do espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear *H x 3C —
HSQC (Figura 15) correlaciona os carbonos hidrogenados de acordo com as posi¢oes

na estrutura, conforme relacionado na Tabela 1.

Tabela 1 - Dados de deslocamentos quimicos de Jm-1 obtidos através dos espectros
de RMN !H, 2C e bidimensionais.

Hidrogénio S8'H (ppm) 513C - 813C - HMBC
correspondente HSQC
OH (5) 13,1 (s) 98,7
OH (4) 10,3 (s)
OH (7) 10,8 (s)
H2' e HE’ 8,03 (d, J=8) 129,7 164,4 (C2); 161,5 (C4")
H3 e H5 6,90 (d, J=8) 116,8 116,4 (C3’ e 5’); 122,1
(C1’); 161,5 (C4))
H3 6,80 (s) 102,9 104,4 (C10); 122,1
(C1’); 164,4 (C2); 182,8
(C4)
H6 6,28 (s) 98,7 104,9 (C8); 160,9 (C5);
163,1 (C7)
H1” 4,68 (d, J=12) 74,1 71,4(C27); 79,2 (C3");
104,9 (C8); 156,4 (C9);
163,1 (C7)
H2” 3,84 (t, J=8, 12 e 20) 71,4 79,2
H3” 3,26 (M) 79,2
H4” 3,3 (m) 71,4
H5” 3,25(t,J=4,8¢e12) 82,7 714
H6” 3,7(m) 61,8

H6” 3,53 (m, J= 4,8 e 12) 61,8
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Como ja foi citado na andalise do espectro de RMN H, observou-se a presenca
de dois sinais do tipo dubleto em 6 6,9 (2H, d, J= 8) e 6 8,0 (2H, d, J= 8) e integrando
para dois hidrogénios, acoplando orto, sugerindo uma simetria na estrutura que € bem
caracteristico no anel B de flavonoides, ou seja, protons ligados aos carbonos 2’, 3’,
5’ e 6’ deste anel para-dissubstituido (BIANCO, SANTOS, 2003).

O sinal em dC 182,8 no espectro de RMN 'H x 13C — HMBC (Figura 16) indica
a presencga de uma carbonila a, 8 insaturada (TANAKA et al., 2005), no carbono 4 do
anel C. O sinal em dH 13,1 do espectro de RMN H, sugere a presenca de uma
hidroxila quelada que provavelmente esta ligada ao carbono 5 do anel A, formando
um ciclo estavel de 6 membros (BIANCO, SANTOS, 2003).

Com os dados espectrais e o fato de néo ter sido observado nenhum carbono
com deslocamento caracteristico de carbono anomérico na regido de 100 ppm,
levantou-se a possibilidade de tratar-se de um flavonoide C-glicosilado. (TANAKA et
al., 2005).

Com as informacdes obtidas nos experimentos de ressonancia magnética
nuclear, cujos espectros indicaram para o nucleo flavonoidico, observa-se a presenca
de um padrao conhecido para 4', 5, 7-triidroxiflavona (BIANCO, SANTOS, 2003), com
uma unidade osidica como substituinte.

O singleto integrando para um proton em dH 6,8 ppm é caracteristico de
hidrogénio ligado ao carbono 3 de flavonas (MOREIRA et al., 2003). Ainda na regiao
de aromaticos, observou-se outro singleto integrando para um préton em & 6,28 ppm
que pode ser atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono 6 do anel A. O dubleto
observado no espectro do RMN H em & 4,7 pode ser atribuido ao préton ligado ao
carbono C1” do agucar (6C 74,1 ppm), sendo que este carbono foi identificado com
auxilio dos espectros HSQC e HMBC (Figura 15 e 16). A posi¢do do agucar também
pode ser identificada através do espectro de HMBC (Figura 17) no qual se observa a
correlagdo do H1” (&H 4,7 ppm) com os carbonos 104,9 (C8), 156,4 (C9) e 163,1 (C7)
ppm do anel A, sugerindo que a unidade osidica esté ligada ao C8. Estas correlagbes

confirmaram que Jm-1 trata-se de um flavonoide 8-C-glicosilado.
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Figura 17. Expanséo do espectro de correlagdo heteronuclear *H x *3C HMBC de Jm-
1 (DMSO, 400 e 100 MHz).

Os dois singletos em 10,3 e 10,8 ppm séo deslocamentos caracteristicos de
hidroxila de anel aromatico devido aos altos deslocamentos apresentados, sugerindo
assim tratar-se das hidroxilas dos carbonos C4’ e C7 do nucleo flavonoidico.

Para o nucleo flavonoidico, observa-se na expansédo do COSY (Figura 19) as
correlagdes entre os H3’/H5' com os H2’/H6’, confirmando a simetria na molécula.

Os protons do acucar foram identificados com o auxilio dos espectros
bidimensionais de correlagcido heteronuclear (HSQC e HMBC) (Figuras 16 e 17). O
dublete em 8H 4,7 (d, J= 12 Hz) atribuido ao préton do carbono anomérico do agucar
apresenta uma relacéo trans diaxial com o H2” que confirma a configuragdo B da
glicose. Esse proton correlaciona-se no espectro de COSY (Figura 18) com o sinal em
oH 3,8 (t, 1H, J= 12 Hz), sugerindo tratar-se do H-2”, que no HSQC (Figura 15)
correlaciona-se com o sinal em 71,43 ppm (C-2"). No TOCSY (Figura 20), observa-se
gue o sinal em dH 3,8 (H-2") correlaciona-se com o sinal em 6H 3,2 ppm, sugerindo
ser este 0 H-3” que esta ligado ao carbono com sinal 70,9 ppm (C-3”), conforme
mostra 0 HSQC (Figura 15). Observa-se ainda no TOCSY o sinal do H3” (6H 3,2) se
correlacionando com o &H 4,7 (H1”) (Figura 20).
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Figura 18. Espectro de correlacdo homonuclear *H x'H- COSY de Jm-1 (DMSO, 400
MHz).
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Figura 19. Expanséo do espectro de correlagdo homonuclear *H x'H COSY de Jm-1
(DMSO, 400 MHz).
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Figura 20. Expanséo do espectro de correlagdo homonuclear *H x *H- TOCSY de Jm-
1 (DMSO, 400 MHz).

Figura 21. Representagdo estrutural das principais correlagdes observadas no
espectro HMBC para Jm-1.

Apés analise destes dados e comparacéo (Tabela 2) com valores da literatura
(ZHOU et al., 2005; WEN et al., 2007), foi possivel identificar a substancia como 8-C-
B-D-glicosilapigenina ou vitexina (Figura 22), sendo descrita pela primeira vez em

Jatropha mutabilis.
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Figura 22. Estrutura da 8-C-B-D-glicosilapigenina ou vitexina.

Ao analisar os espectros de RMN uni e bidimensionais, observou-se a presenca
de alguns sinais com intensidade menor e que ao comparar com a literatura (ZHOU
et al., 2005), foi possivel identificar que além da vitexina, outro flavonoide de estrutura
parecida estava presente.

Inicialmente, alguns sinais a mais se apresentaram no espectro de RMN H
(Figura 24) para a regiao de hidrogénios arométicos: 6H 6,67, 6H 7,49 e dH 7,55 ppm.
Os mesmos apresentam correlacdes no HSQC com os seguintes carbonos 6C 103,07,
114,6 e 120,1 ppm (Figura 25), respectivamente. No HMBC, o sinal em 8H 6,67
apresenta correlagdo com 6C 104,4 (C10) e 164,5 (C2) (Figuras 23 e 26), sendo que
sdo observadas estas mesmas correlacdbes com o H3 da vitexina apresentada
anteriormente, porém com uma pequena diferenca nos deslocamentos quimicos do
carbono, sugerindo tratar-se de uma estrutura parecida. Assim, os sinais 6H 6,67, d6H
7,47 e 6H 7,55 sao respectivamente dos H3, H2’ e H6’ dessa outra estrutura, conforme
Figura 24. Observa-se ainda no HMBC o sinal em 06,90 faz correlagdo com os
seguintes sinais em 6116,45 e d 122. De acordo com o comparado na literatura, trata-
se da orientina (ZHOU et al., 2005).
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Figura 23. Estrutura da orientina e principais correlacdes observadas no HMBC.

Como o sinal do H3 do anel C da orientina (Figura 24), 6H 6,67, integra para
0,20 e o sinal 6H 6,8 da vitexina integra para 1,0, a proporcao é de 1.5, ou seja, a cada
molécula de orientina, tem-se 5 de vitexina. Devido a similaridade entre as estruturas
dessas duas flavonas e também a proporcdo de cada uma em Jm-1, alguns sinais se

sobrepde, porém pela presenca dos sinais descritos acima é possivel distingui-las.
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Figura 24. Expanséo do espectro de RMN 'H de Jm-1 para a regido de hidrogénios
aromaticos com atribui¢cdes de sinais da orientina (DMSO, 400 MHz).
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Figura 25. Expansdo do espectro de correlacdo heteronuclear HSQC de Jm-1
mostrando as correlagdes dos hidrogénios da orientina (DMSO, 400 e 100 MHz).
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Figura 26. Expansdo do espectro de correlacdo heteronuclear HMBC de Jm-1
mostrando as correlagdes dos hidrogénios da orientina (DMSO, 400 e 100 MHz).
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Tabela 2 - Dados espectroscopicos de Jm-1 (vitexina e orientina) comparados com a

literatura (ZHOU et al., 2005 e WEN et al., 2007).

Vitexina Orientina
RMN IH e 13C RMN 1H e 13C
POSIGRO | s13c 51H) | sC(BH) | BEC(GIH) | 5LC (5 H)
ne Jm-1 literatura Jm-1 literatura
2 164,4 164,98 164,5 164,16
102,51
3 102,9 (6,8) 103,07(6,67) | 102,41(6,65)
(6,94)
4 182,5 182,73 - 182,03
5 160,9 155,64 - 160,47
6 98,7 (6,28) | 98,45 (6,44) - 98,31(6,25)
7 163,1 162,31 - 162,80
8 104,9 104,56 - 104,65
9 156,4 160,28 - 156,01
10 104,4 104,07 104,4 103,99
1 122,1 122,07 - 121,97
128,99 114,07
2 129,7(8,0) 114,63(7,47)
(8,26) (7,44)
115,01
3 116,8 (6,8) - 145,95
(7,05)
& 161,5 161,32 - 149,9
115,01 116,45
5 116,8 (6,8) 115,78(6,90)
(7,05) (6,90)
128,99 120,13 119,45
6’ 129,7(8,0)
(8,26) (7,53) (7,50)
1” 74,1 73,93 - 73,53 (4,72)
2” 71,4 71,03 - 70,90
3" 79,2 79,01 - 78,88
4” 71,4 70,20 - 70,83
v 82,7 81,29 - 82,04
6” 61,8 61,36 - 61,76
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7.2 Validacédo de metodologia por HPLC

O processo de validacao deve garantir através de estudos experimentais que a
metodologia proposta atenda as exigéncias de suas aplica¢des, assegurando a
confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados obtidos (ICH, 2005). Dentre as
diversas técnicas utilizadas, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido
um meétodo de escolha para a separacao e quantificacdo de compostos fendlicos em
plantas. A técnica é crucial e confiavel para a caracterizacéo destes compostos devido
a sua precisdo e importancia econémica (PAREJO et al., 2004). Assim, um método
simples de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi desenvolvido para identificar e
quantificar a flavona vitexina no extrato bruto de J. mutabilis (Jm-EEB).

O método foi desenvolvido para obter uma eluicdo do padrdo em um tempo de
retencdo minimo, mas garantindo boa resolucédo na separacao dos picos (Figura 27),
o que foi possivel utilizando um tempo de 50 minutos de analise e com fase movel
constituida de acido formico 0,1% e acetonitrila no modo gradiente de elui¢cdo. Xavier-
Santos (2018) utilizou esses mesmos solventes (acido férmico 0,5% e acetonitrila)
para quantificar vitexina e outros flavonoides C-glicosilados de Jatropha gossipyfolia,
tendo feito isto com éxito.

Na Figura 28, a vitexina no extrato de J. mutabilis (Jm-EEB) elui em um tempo
de retencdo de 28,9 minutos. No entanto, observa-se que o pico do composto
majoritario de Jm-EEB elui em um tempo de retencdo de 30,3 minutos e se trata da
isovitexina, conforme comparac¢do com o padréo, sendo que sua validacdo nao foi
possivel devido a pouca quantidade de padrdo de isovitexina. No geral, 0 método
mostra uma boa separacdo entre esses dois picos, possibilitando a validacdo da

quantificacao de vitexina em Jm-EEB, e futuramente da quantificacdo de isovitexina.
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Figura 27. Cromatograma obtido por CLAE-DAD de vitexina e do extrato etandlico de
J. mutabilis (Jm-EEB). Condi¢cdes cromatograficas: Gradiente de eluicdo de
acetonitrila (A) e acido formico 0,1% (B) (0,01-40 min,90-72%B; 40,0-50,0 min, 72-

90%), Fluxo de 0,4 mL/min das fases moveis, volume de injecdo de amostra de 10 pL,
37°C, 336 nm.

A RDC (2017) da ANVISA, sobre o parametro seletividade, informa que para
insumos farmacéuticos ativos de origem vegetal e medicamentos que os contenham,
deve-se demonstrar a capacidade do método de distinguir o material de interesse de
outras espécies vegetais semelhantes. A especificidade consiste na capacidade do
método em detectar o analito de interesse na presenca de outros componentes da
amostra. Quando se trabalha com uma amostra complexa, como 0s extratos vegetais,
deve-se observar se 0s compostos que se deseja avaliar ndo estédo co-eluindo em um
mesmo tempo de retencdo. Assim, este parametro deve garantir que o pico da
resposta seja exclusivamente do composto de interesse (RIBANI et al., 2004).

Neste trabalho, a especificidade foi demonstrada através da analise de uma
solucéo do extrato Mimosa Tenuiflora (Fabaceae) na concentracao de 700 pg/mL sob
as mesmas condi¢cdes cromatograficas de vitexina (substancia de referéncia, 32
pg/mL) e extrato de Jm-EEB (700 pg/mL). Uma comparacao entre os cromatogramas
foi realizada através da sobreposicdo dos mesmos (Figura 28), observando-se 0s
tempos de retencdo das substancias de interesse. Observa-se que na espécie
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Mimosa Tenuiflora ndo houve eluicdo de nenhum pico no mesmo tempo de retencéo
vitexina, caracterizando a especificidade do método analitico. Assim, o método
desenvolvido mostrou-se especifico para determinacdo de vitexina em Jm-EEB, pois
foi capaz de detectar pico de vitexina no Jm-EEB com pureza. A sobreposicdo dos
cromatogramas de vitexina e M. Tenuiflora indicaram a auséncia de interferente

eluindo no mesmo tempo de retencéo.
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Figura 28. Cromatograma obtido por CLAE-DAD da avaliacdo da especificidade do
método. Condi¢cbes cromatograficas: Gradiente de eluicdo de acetonitrila (A) e &cido
férmico 0,1% (B) (0,01-40 min,90-72%B; 40,0-50,0 min, 72-90%), Fluxo de 0,4 mL/min
das fases moveis, volume de injecdo de amostra de 10 uL, 37°C, 336 nm.

A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua capacidade
de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracao de um analito
em uma amostra (BRASIL, 2017). Este parametro foi avaliado através da construcao
de duas curvas de calibracdo, uma para o padréo de vitexina e outra para o extrato
(Jm-EEB).

Os resultados estdo plotados nas figuras 29 e 30, em que esses graficos

wy 9 4

mostram que “y” é a &rea (MUA) e “X” & a concentracdo (ug/mL).
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A linearidade do método foi analisada usando trés curvas de calibracéo obtidas
com solugbes padréao de vitexina em oito diferentes concentragdes (2 — 256 pg/mL).
Para o extrato (Jm-EEB), trés curvas de calibracdo foram obtidas com soluc¢des do
extrato em seis diferentes concentracdes (400 — 900 pug/mL). O método mostrou-se
linear nessas faixas e o estudo de regressdo linear pelo método dos minimos
guadrados forneceu equacoes da retay = 76726x — 110289 (vitexina) e y = 769,25x +
114449 (vitexina no Jm-EEB). Os coeficientes de correlagdo (R?) foram 0,99938
(vitexina) e 0,98796 (vitexina no Jm-EEB), demonstrando concordancia entre as
concentracdes utilizadas e as areas absolutas dos picos obtidas. O coeficiente de
correlagdo (R?) permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais
préximo de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a

incerteza dos coeficientes de regressao estimados (INMETRO, 2003).
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Figura 29. Curva de calibracdo construida a partir dos resultados do teste de
linearidade para vitexina nas concentracdes de 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 e 256 pug/mL.
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Figura 30. Curva de calibracdo construida a partir dos resultados do teste de
linearidade para vitexina no Jm-EEB com concentra¢fes do extrato de 400, 500, 600,
700, 800 e 900 pg/mL.

Tabela 3 - Resultados obtidos no teste de linearidade de vitexina.

Concentragéo Area 1l Area 2 Area 3 Média Desvio Coeficiente

(Mg/mL) padréo de
variacao

(%)
2 166387 166914 167349  166883.3  481.7 0.3
4 332327 341282 340759 338122.6 5026.0 0.5
8 651303 669497 672283 664361.0 11394.0 0.7
16 1268468 1298219 1296447 1287710.0 16688.7 1.3
32 2516862 2516862 2562310 2550250.0 29280.5 1.1
64 5342901 5356778 4992444 5230710.0 206459.0 3.9
128 10154250 10206973 10241341 1020090.7 43866.7 0.4

256 19399519 19691853 19630209 1957390.7 154097.9 0.8
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Através da andlise de variancia (ANOVA) pode-se verificar a significancia
estatistica da curva e a linearidade do método. Como o valor de Fcaiculado (0,000175)
foi menor que 0 Frabelado (3,46) demonstra-se que ndo houve falta de ajuste na faixa de
concentracdo estudada a um nivel de confianca de 95%. Quanto a validade da
regressao, comprova-se a linearidade observando um Fcaiculado (15921) maior que o
Frabelado (2,65).

O limite de deteccao (LD) corresponde a quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado. O
limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisao e exatidao aceitaveis. Os LD e LQ séo calculados
através das seguintes férmulas, respectivamente, LD= (3,3 x 0)/IC e LQ= (10 x o)/IC,
em que IC é ainclinagcao da curva de calibragao, o € o desvio padrao (BRASIL, 2017).

Assim, com a equacéo obtida com a curva de calibracao foram calculados os
limites de deteccédo e quantificagdo, obtendo-se valores de 4,7 ug/mL e 14,4 ug/mL,
respectivamente. Estes baixos valores demonstram boa sensibilidade do método para
guantificacdo de vitexina no extrato.

A precisao deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por meio de
ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser
validado (BRASIL, 2017). A precisdo do método foi demonstrada através da
repetibilidade, onde se analisou em curto intervalo de tempo amostras de mesma
concentracdo do extrato (700 pg/mL), preparadas sob as mesmas condicdes e pelo
mesmo analista, e da precisdo intermediaria em que solucdes do extrato (700 ug/mL)
foram analisadas em dois dias diferentes e por dois diferentes analistas.

Os resultados da repetitividade e da precisao intermediaria (Tabela 4)
demonstram que o método proposto apresenta boa precisdo com valores baixos de

coeficientes de variacao (desvio padrao relativo).
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Tabela 4 - Resultados obtidos para precisao intra e intermediaria para a vitexina no
extrato.

Dia 1l Dia 2 F

Concentracado CV Concentracdao CV Fca 0.4

de vitexina (%) de vitexina (%) Fcid.3
(Hg/mL) (Hg/mL)
Analista 1 7.8 2.9 9.8 11.9
Analista 2 8.3 1.3 10.0 12.7

A exatiddo de um método analitico avalia o grau de concordancia entre os
resultados individuais do método em estudo em relacdo a um valor aceito como
verdadeiro. E expressa pela relacdo percentual de recuperacdo do analito de
concentracdo conhecida adicionado a amostra ou pela relacdo entre a concentracdo
média, determinada experimentalmente, e a concentracdo tedrica correspondente
(BRASIL, 2017). Este parametro foi avaliado através da adicdo de concentracao
conhecida de vitexina em solucfes de extrato nas concentracdes baixa, média e alta
(400, 700 e 900 pg/mL), sendo expressa pela porcentagem de recuperacdo da
vitexina. A Tabela 5 mostra a concordancia entre os resultados encontrados na

analise, confirmando a exatidao do método.

Tabela 5 - Resultados obtidos no teste de exatiddo com valores médios de

recuperacao.
Concentracéao Concentracéao Concentracéao % Desvio CV
do EEB tedrica de experimental de recuperacdo padrédo (%)
vitexina (ug/mL)  vitexina (ug/mL)
+ Desvio relativo Desvio relativo
(%) (%)
Baixa (400 11,4+0,7 13,4+0,5 117,6 0,3 0,2
Hg/mL)
Média (700 13,4+£2,3 15,2+ 34 1131 6,5 5,7
Hg/mL)
Alta (900 15,4 £0,7 17,2+1,0 111,5 15 1,3
Hg/mL)

Os testes revelaram que pequenas e deliberadas modificacbes nas condicbes
cromatograficas resultaram em diferencas na quantificacdo da vitexina no extrato
(Tabela 6), demonstrando que o método nao foi robusto ja que na analise de variancia

(ANOVA) 0 Fecalculado foi maior que o Feritico, para variagdo de temperatura e fluxo.
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Tabela 6 - Resultados obtidos na avaliacdo da robustez do método para quantificacédo
de vitexina no extrato (Jm-EEB).

Condicdes Média da Desvio Coeficiente de variacao
concentracdao de padréo (%)

vitexina (ug/mL)

Normal 7,72 0,03 0,4
Temperatura 36 °C 7,79 0,08 1,0
Temperatura 38 °C 7,88 0,06 0,7

Fluxo 0,3 mL/min 10,69 0,05 0,4
Fluxo 0,5 mL/min 6,07 0,01 0,1

7.3 Caracterizacdo do complexo

7.3.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Uma das ferramentas analiticas Uteis e que representa uma das mais
poderosas para caracterizacdo de complexos de inclusdo em solucdo € a
espectroscopia de RMN (SCHNEIDER et al.,, 1998). Neste estudo, ela forneceu
informacdes estruturais sobre a interacdo do flavonoide com a B-CD através da
variacdo de deslocamentos quimicos e correlacdo entre hidrogénios dessas
substancias.

O espectro de RMN H da B-CD e do complexo vitexina/B-CD estéo ilustrados
na Figura 31. Nesta figura observam-se diferencas nos deslocamentos quimicos dos
sinais de hidrogénio da ciclodextrina livre e complexada, conforme Tabela 7. Uma
evidéncia que confirma a complexagao € a mudanca nos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios da molécula hospedeira (SCHNEIDER, 1998). Greatbank e Pickford
(1987) relatam que quando ABH3>AdH5 ocorre a inclusdo parcial do hospede dentro
da cavidade e quando AOH3<AdH5, a incluséo é total. De acordo com a Tabela 7,
observa-se que ABH3>AdH5 comprovando que ocorre a inclusdo parcial do flavonoide

na cavidade da B-ciclodextrina.
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos de B-CD livre e complexada.

H O gcp O vitexina/p-CD A vitexina/p-CD- & B-CD
1 4,952 4,982 0,03

2 3,612 3,560 -0,052

3 3,855 3,883 0,028

4 3,470 3,500 0,03

5 3,764 3,790 0,026

6 3,745 3,767 0,022
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Figura 31. Espectros de RMN 'H da B-CD (picos em vermelho) e do complexo vitexina/B-CD (picos em azul) (D20, 400 MHz).
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Espectros de ROESY (Rotating frame Overhouser Effect Spectroscopy) foram
obtidos com a finalidade de obter informacdes da interacéo entre a 3-CD e a vitexina.
Foi observado uma proximidade entre os hidrogénios simétricos do anel B da flavona
e 0 H3 do oligossacarideo, conforme Figuras 32 e 33. Essa interacdo indica que o
anel B da vitexina esta inclusa na cavidade da molécula hospedeira, j& que existe
interacdo com o proton da cavidade interna da B-CD (H3) (GREATBANK, PICKFORD,
1987).
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Figura 32. Espectro do bidimensional ROESY do complexo vitexina/B-CD solubilizado
em D20.



85

wesm s
vitexina n MN

e NN emirised N s et NI

— H3daB-CD

f1 (ppm)

T T T T T . T T T T T T T T
86 84 82 80 78 76 74 72 7.0 68 66 64 62 60 58 56 54
f2 (ppm}

Figura 33. Expanséo do espectro do bidimensional ROESY do complexo vitexina/B-
CD solubilizado em D20.

7.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Figura 34 apresenta as fotomicrografias da B-CD, vitexina, mistura fisica (MF)
e complexo (vitexina/B-CD). Para a B-CD livre (Figura 34A), observaram-se
superficies retangulares de tamanhos variados e com fragmentos de cristais aderidos,
conforme ja foi apresentado por Hadaruga (2012) e Dandawate e colaboradores
(2014). A amostra de vitexina (Figura 34B) apresenta-se como esferas de tamanhos
variados e cristais, conforme ja relatado por Zu e colaboradores 2012. Na mistura
fisica (Figura 34C), distinguem-se bem os flavonoides (esféricos) da [B-CD
(retdngulos). No entanto, na amostra referente ao complexo vitexina/B-CD (Figura
34D), observam-se agregados cristalinos com alterag6es nos tamanhos das particulas
e na morfologia bem diferentes do material de partida livres. Assim, a morfologia
esférica ja ndo se apresenta mais, sugerindo a formacgéao do complexo.

Segundo Lyra e colaboradores (2010), quando se forma um complexo, o estado
cristalino resultante é diferente do obtido pela simples mistura da molécula héspede

com as CDs.
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7.3.3 Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF)

O IV-TF é bastante utilizado para caracterizar a formacao de complexos de
inclusdo com CDs através da deteccao de alteracdes na forma e na posicao das faixas
de absorbancia, através do espectro vibracional dos diferentes grupos funcionais das
moléculas de farmacos complexados ou livres (LYRA et al. 2010).

A Figura 35 mostra os espectros IV-TF de B-CD (a), vitexina (b), mistura fisica
(c) e vitexina/B-CD (d). O espectro do oligossacarideo revela absorcdes tipicas
(EGYED, 1990) da mesma. O sinal em torno de 1150 cm™ é caracteristico de
estruturas de sacarideos, sendo atribuido a vibracdo do anel piranose e ao
estiramento assimétrico das ligagbes C-O-H (EGYED, 1990). A banda em torno de
3400 cm'! refere-se ao grupo funcional OH.

O espectro de vitexina demonstra bandas de absorcao correspondentes aos
grupos funcionais OH, C=C (aromatico), H-C (aromético), O-C (aromético) e H-C
(aromético parassubstituido fora do plano), sendo elas respectivamente 3200-3650
cm?, 1450-1600 cm?, 3050-3150 cm™, 1000-1300 cm™ e 832 cm?, conforme descrito
por Pavia e colaboradores (2010). A absorcao de carbonila conjugada e com ligacéo
de hidrogénio intramolecular ocorre aproximadamente a 1665 cm™ e sinais de
tamanho médio entre 1600 e 1500 cm™ indica também a presenca de grupos
aromaticos nesta molécula (BIANCO, SANTOS, 2003). O sinal em torno de 1150 cm-
! estéa relacionado a molécula de agucar presente na vitexina.

O espectro da mistura fisica demonstra ser uma sobreposicdo das substancias
envolvidas, sendo que em algumas faixas predomina o flavonoide e em outras o
oligossacarideo. O mesmo ocorre com o0 complexo em que ora predomina as bandas
de B-CD, ora de vitexina, sendo que a principal diferenca entre a mistura fisica e
vitexina/B-CD esta no sinal em 1155 cm! (Figura 36) que aparece no complexo mais
alargado. Nesta regido esse sinal € caracteristico da vibracado do anel piranose e ao
estiramento assimétrico das ligagdes C-O-H da estrutura glicosidica da 3-CD. Quanto
aos flavonoides esta relacionada a ligagdo C-O de aromético, indicando uma alteracao
da estrutura nesses grupos. O sinal em 832 cm™ presente na flavona é referente ao
estiramento C-H (aromatico) parassubstituido fora do plano (PAVIA et al., 2010) e a
auséncia deste sinal em vitexina/B-CD confirma a inclusdo do anel B da vitexina na

cavidade de B-CD, conforme ja constatado no ROESY.
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Figura 35. Espectros de IV-TF para (a) B-CD, (b) vitexina, (c) mistura fisica e (d)
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7.3.4 Estudo de dissolugéao in vitro

O perfil de dissolugéo relaciona a porcentagem de farmaco dissolvido em
funcdo do tempo e representa uma técnica relativamente rapida e barata para avaliar
formas farmacéuticas solidas antes do teste clinico. Permite, também, a obtencéo de
parametros cinéticos, que sdo importantes para determinar a velocidade e eficiéncia
do processo, além do tempo necessério para que determinadas porcentagens do
farmaco se dissolvam, possibilitando, desta forma, conclusbes a respeito das
caracteristicas biofarmacéuticas in vitro de determinada amostra (STORPIRTIS,
1999).

Nos 3 primeiros minutos (Figura 37) observa-se que a taxa de dissolugcéo da
vitexina livre € 16,6 % e do complexo vitexina/B-CD € 47,2%, ou seja, uma diferenca
de aproximadamente 30,6%, mostrando que nos minutos iniciais a vitexina esta
dissolvida em maior quantidade para o complexo vitexina/3-CD do que para vitexina
livre. Essa diferenga de aproximadamente 30 % se mantém nos 6 minutos. Nos 10
minutos a referida diferenca aumenta para 43 %.

Para a vitexina livre observa-se que nos primeiros 20 minutos (Figura 37)
houve uma solubilizacédo de 60% desta flavona, atingindo uma taxa de dissolugéo de
88,2% de vitexina solubilizada nos 60 minutos. Observa-se um perfil diferente para o
complexo de inclusédo vitexina/B-CD, sendo observado que nos primeiros 20 minutos
ocorre a solubilizacdo de 73,3 % de vitexina, ou seja, 13,3 % a mais quando
comparado com ela livre. No geral, ha um aumento da solubilidade da vitexina nos
primeiros 30 minutos para o complexo vitexina/3-CD do que para a vitexina livre. 1Sso
mostra que na solugdo do complexo vitexina/B-CD h& uma maior concentragdo de

vitexina dissolvida quando comparada com ela livre, nos primeiros 30 minutos.
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Figura 37. Estudo de dissolucao in vitro de vitexina e complexo de inclusao vitexina/3-
CD numa solugéo salina acidificada (pH 1,5), 37°C.

7.4 Avaliacédo da atividade expectorante em camundongos

A quantificacdo do vermelho de fenol é simples e possibilita uma triagem de
drogas que influenciam as secrec¢des tragueobrdonquicas devido este marcador ser
secretado no lumen traqueal. Nesse caso, 0s expectorantes atuam aumentando a
secrecao de vermelho de fenol no lumen traqueal (ENGLER, 1984).

A abordagem experimental utilizada baseia-se no fato de que parte do corante
(vermelho de fenol) injetado por via intraperitoneal é absorvido sistemicamente e
entdo secretado no trato respiratorio, onde pode ser coletado e quantificado. Este
método proporciona a vantagem de avaliar a funcéo secretora do sistema respiratério
como um todo. A concentracdo de vermelho de fenol no fluido do trato respiratorio é
capaz de atuar como um marcador para secrecdo de mucina e agua, e que essa
secrecdo pode ser influenciada pela administracao de varios medicamentos, inclusive
expectorantes (KAGAN, 2009).

A partir da secre¢cdo de vermelho de fenol nas vias aéreas foi possivel
guantifica-lo no lavado broncoalveolar (LBA) dos camundongos, avaliando o potencial

expectorante das amostras administradas. Para o complexo nas doses de 0,2, 1 e 5
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mg/kg, a concentracdo do marcador quantificado foi de 4,26+0,50, 3,95+0,40 e
4,82+0,55 pg/mL, respectivamente. De modo semelhante, foi obtida uma
concentracdo de 3,91+0,27 pug/mL do vermelho de fenol no LBA quando os animais
foram tratados com Guaifenisina (100 mg/kg). Para os controles negativos a
concentracéo de vermelho de fenol foi de 3,00+0,37 e 2,09+0,15 para a agua e 3-CD,
respectivamente. As comparagdes entre os dados de vitexina e Cl foram possiveis,
tendo em vista que uma suspenséao de vitexina em agua foi preparada e todo o volume
foi utilizado no experimento garantindo que toda a massa da vitexina foi administrada,
concomitante a isso, ao administrar a suspenséao de vitexina em solu¢géo aquosa nos
animais, a mesma era agitada.

Na Figura 38 € mostrada a concentracdo de vermelho de fenol secretada e
obtido pelo LBA de camundongos, sendo observado que o efeito do complexo néao
tem um padréo de resposta dose-dependente. Nao houve diferenca significante entre
0S animais que receberam agua e os tratados com a vitexina nas doses estabelecidas.
Por outro lado, houve diferenca significativa entre as doses do complexo e 0s animais
que receberam apenas B-CD (p<0,05). E importante observar que a dose administrada
da guaifenisina (100 mg/kg) foi aproximadamente 100 vezes maior do que as doses
de vitexina (0,2, 1 e 5 mg/kg) no complexo, sendo um indicativo de que a vitexina
complexada com o oligossacarideo mostra ser um expectorante promissor, pois em
baixas doses conseguiu secretar quantidade semelhante de vermelho de fenol em
comparacao com a guaifenisina. Isso sugere que o complexo vitexina/3-CD pode
aumentar o volume de secrecdo aquosa das vias aéreas, diminuir a viscosidade do
muco e, posteriormente, atuar melhorando a “clearance” mucociliar. No entanto, séo

necessarios estudos mais especificos para determinar o mecanismo de acéo.
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Vermelho de fenol (@g/mL)

Figura 38. Quantificacdo de vermelho de fenol (n=5) no LBA para os controles
negativos (agua e B-CD), vitexina, complexo vitexina/3-CD e guaifenisina. Dados
expressos em média + E.P.M. e *p<0,05 (ANOVA one-way com pos teste de Tukey).

Quando se trata do complexo, os resultados sugerem que o oligossacarideo
melhora a biodisponibilidade da vitexina em meio aquoso. As ciclodextrinas tém sido
bastante utilizadas no desenvolvimento de produtos farmacéuticos, particularmente
devido as suas propriedades complexantes, as quais proporcionam incremento da
solubilidade e consequente aumento da taxa de dissolucdo de farmacos pouco
soluveis, estabilidade e reducéo de irritacdes (gastrica, dérmica ou ocular). (GUEDES
et al., 2008).

Em estudo realizado por Lin e colaboradores (2008) foi observado que outra
flavona, a narigenina (Figura 39), apresenta atividade expectorante, aumentando
significativamente a secrecao de vermelho de fenol da traqueia de camundongo nas
doses de 30-67 mg/kg (via oral), mostrando o potencial dessa classe de metabdlitos

secundarios sobre as vias aéreas.
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Figura 39. Estrutura da narigenina.

Estudos propdem os mecanismos de acdo dos expectorantes, demonstrando
gue eles atuam como irritantes inespecificos dos nervos aferentes vagais ha mucosa
gastrica que desencadeiam reflexos colinérgicos parassimpéticos centrais para
estimular a secrecao gastrica e brénquica. Nos brénquios, estes reflexos colinérgicos
podem estimular o transporte de células secretora para produzir secrecao com
diminuicdo da viscosidade. A guaifenesina apesar de nao ter agdo mucolitica atua
diminuindo a tenséo superficial do muco bronquial (YUTA, 2005).

Os farmacos que aumentam o volume de secrecdes sdo conhecidos como
possuidores de atividades segretagoga. Quando uma substancia apresenta a
propriedade de aumentar, de forma consistente, as secre¢des da arvore respiratoria,
iSso representa uma vantagem no tratamento clinico de doencas do sistema
respiratério (DISSE, ZIEGLER, 1987).

7.5 Atividade antitussigena

O agente tussigeno, acido citrico, desencadeia a tosse através de estimulo as
fibras C ou ainda pela ativagéo das fibras vagais mielinizadas (Ad), sendo considerada
uma metodologia efetiva para modelos experimentais (TANAKA, MARUYAMA, 2005).

Neste estudo, os animais foram expostos a nebulizagdo com acido citrico (0,4
M) sem tratamento, e transcorridas 23 horas e 30 minutos os grupos foram tratados
com as amostras. Apos 24 horas foram submetidos novamente a nebulizacdo com
acido citrico, sendo possivel calcular médias de reducdo do numero de tosse. A
referida reducdo foi de 3,56+0,83, 3,75+0,88, 2,56+0,83 para a vitexina nas
concentracbes de 0,2, 1 e 5 mg/kg, respectivamente. Para o complexo nas
concentragcbes de vitexina em 0,2, 1 e 5 mg/kg, as reducdes foram 3.17+1,02,
3.50+1,02 e 4.00£1,02, respectivamente. Para os controles 4gua, B-CD e codeina (30
mg/kg) os resultados foram 0,83+£1,02, 1,00+1,02 e 3,00+0,88, respectivamente.
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A Figura 40 mostra que tanto a vitexina suspensa em agua quanto o complexo
vitexina/B-CD contendo esta flavona reduziram a frequéncia da tosse nos animais, nas
trés doses testadas (0,2, 1 e 5 mg/kg), ndo apresentando efeito dose-dependente.
Observa-se que houve diferenca significativa entre a frequéncia de tosse antes e

depois dos tratamentos com vitexina, vitexina/B-CD e codeina (p<0,05).

n°de tosses

Figura 40. Frequéncia de tosse a partir da exposicao do acido citrico (0,4 M) apos
administragao dos tratamentos: controles negativos (agua e B-CD), vitexina, complexo
(vitexina/B-CD) e codeina. Dados expressos em meédia = E.P.M. e n =5; * #, a (p<0,05)
(ANOVA two-way com pos teste de Sidak).

A inalacdo de aerossois de acido citrico ativa as fibras C ou Ad das vias aéreas
e induz reflexos de tosse, sendo efetiva a analise de substancias antitussigenas
através da metodologia utilizando este acido como tussigeno (TANAKA, MARUYAMA,
2005). O acido citrico também desencadeia reflexos da tosse através da estimulacao

de mastécitos mediada pelas vias de leucotrienos e/ou histaminas com agao sobre as
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fibras C. Além disso, a ativacdo das fibras C pode ser mediada por taquicininas, pois
substancia P é conhecida por estimular mastocitos (LAI et al., 2009).

As fibras C sdo 0s nociceptores vagais mais numerosos nos brénquios e
pulmbes e expressam 0s canais idnicos da membrana, incluindo o TRPV1. Os
receptores de potencial transiente (TRP) séo proteinas do canal idnico, algumas das
quais sao expressas nos terminais nervosos sensoriais das vias aéreas. Estes
receptores conduzem cations Ca?*, quando ativados eles podem despolarizar células,
ativando o nervo sensorial e produzindo potencial de acéo para desencadear reflexos,
como atosse. TRPV1 é um canal catiénico presente no muasculo liso e epitélio do trato
respiratério, e um dos agentes que o ativam € o acido citrico (SADOFSKY et al., 2014;
HUNTER et al. 2016; BONVINI, 2015; RODRIGUES, GALVAO, 2017). Isso sugere
gue possivelmente o potencial da vitexina como antitussigeno demonstrado nesse
estudo possa estar relacionado a atividade sobre o receptor TRPV1.

A tosse € um reflexo protetor normal da arvore traqueobrdnquica, sendo
responsavel pela manutencdo da via aérea livre de secrecdo e corpos estranhos
(FREITAS, PARREIRA, IBIAPINA, 2010). Os nervos vagais que sdo ativados para
produzir o reflexo da tosse podem ser estimulados por uma diversidade de alteracgdes,
incluindo producéo excessiva de muco, processos inflamatérios, substancias inaladas
irritantes, dentre outros. Assim, a tosse torna-se um sintoma tipico comum de doencas
como asma, doenca pulmonar obstrutiva crbnica, infeccbes do trato respiratério,
sinusite, rinite e tantas outras (SIMPSON, AMIN, 2006).

Tendo em vista a importancia de sintomas como tosse, conforme descrito
acima, e excesso de producédo de muco, torna-se relevante a busca por substancias
com potencial para controla-los. Além disso, a pesquisa ao qual tomou-se como
referéncia para o desenvolvimento deste estudo, Venturini e colaboradores (2018),
demonstraram com exclusividade, que a vitexina (0,2, 1 e 5 mg/kg) reduz a
hipersensibilidade induzida pela OVA na migragéo de eosinofilos, neutrofilos e células
mononucleares no LBA. Mostrou ainda pela analise histoldgica dos pulmdes que esta
flavona suprimiu a infiltracdo de leucocitos, a producdo de muco e o edema pulmonar.
Os autores do referido estudo concluiram que a vitexina tem potencial para o
tratamento de hipersensibilidade alérgica. Isso corrobora com as atividades

expectorantes e antitussigenas encontradas nesta pesquisa.
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Portanto, as relagbes acima acerca dos mecanismos de acao da vitexina
merecem estudos mais detalhados, porém deve-se reconhecer o potencial desse

metabdlito secundario para reduzir a tosse e promover atividade expectorante.

7.6 Toxicidade utilizando Artemia salina

O ensaio permite a avaliagdo da toxicidade aguda, sendo considerado
essencial como um teste preliminar no estudo de compostos com potencial atividade
biologica (CAVALCANTE et al., 2001).

No ensaio de toxicidade com Artemia salina ndo foi possivel calcular a DLso,
pois na maior concentracdo utilizada (1000 pg/mL) as larvas estavam todas vivas tanto
para a vitexina quanto para o complexo e o controle negativo. A toxicidade das
amostras pode ser determinada, tendo em vista a classificagdo seguindo os critérios
estabelecidos por Meyer et al. (1982), ao qual determina que quando a DLso for menor
que 1000 pg/mL considera-se toxica e quando DLso>1000 pg/mL considera-se néo
toxica.

Além disso, Choo e colaboradores (2012) realizando estudos com inducéo de
diabetes em ratos e camundongos mostraram gue a vitexina nao apresentou sinais

de toxicidade na dose mais alta de 2g/kg.
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8. Concluséo

Vitexina foi isolada de Jatropha mutabilis e um método desenvolvido por CLAE-
DAD para quantificacdo desta flavona na referida espécie apresentou ser simples,
linear, preciso, exato e especifico. A formac&do do complexo de vitexina com B-CD
pbde ser evidenciado através das técnicas de RMN/ROESY, IV-TF, MEV e dissolucao
in vitro, caracterizando a inclusdo parcial da vitexina através do anel B na cavidade
desse oligossacarideo. O complexo formado vitexina/B-CD apresentou atividade
expectorante utilizando o LBA da traqueia de camundongo e vermelho de fenol como
marcador, sugerindo melhora na biodisponibilidade da substancia. Vitexina e o
complexo vitexina/p-CD também reduziram a frequéncia de tosse em camundongos
expostos ao acido citrico. O estudo confirma o potencial farmacoldgico da vitexina
sobre reacdes de doencas do sistema respiratério, demonstrando acao expectorante
para o complexo vitexina/B-CD, e antitussigena para vitexina e complexo vitexina/@3-
CD, em baixas doses de vitexina (0,2, 1 e 5 mg/Kg). Todos esses dados sao descritos

pela primeira vez.
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