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Resumo

Infusos e decoctos preparados com as partes aéreas de Solidago chilensis séo
utilizados na medicina popular para tratar distarbios gastricos, Ulceras intestinais,
inflamacdes, reumatismo, além de outros empregos tais como diurético e analgésico.
Diversos estudos tém sustentado conhecimento popular, como por exemplo, a
atividade anti-inflamatéria e gastroprotetora das partes aéreas de Solidago chilensis.
Em modelos in vitro, in vivo e estudo clinico realizados com extratos obtidos com
diversos solventes, foi observada tanto a resposta aguda quanto a crbnica a
inflamacdo. O mesmo ocorre para a acdo gastroprotetora evidenciada para extratos
aquosos em modelos in vivo. Com ampla e abundante ocorréncia, essa espécie nativa
do Brasil integra a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do SUS
(Renisus), inserindo-se na Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC). No entanto, ndo ha relatos na literatura sobre a avaliacao
quimica e obtencéo de produtos tecnolégicos padronizados e ativos, 0 que constitui
uma importante limitagéo para a producéo de medicamento fitoterapico. Neste sentido,
este trabalho objetivou, primeiramente, avaliar parametros de controle de qualidade e
estabelecer critérios quimicos que permitam identificar e caracterizar a espécie bem
como comparda-la a outras do género, que possuem amplo uso terapéutico na Europa.
Andlises comparativas destas amostras foram realizadas por CCD, CLAE e teor de
flavonoides totais. Analises por CCD e CLAE dos extratos metandlicos demonstraram
diferencas quimicas interespécie e constancia quimica qualitativa da S. chilensis em
diversos locais e anos de coleta. A determinagcdo quantitativa de flavonoides totais
envolveu a otimizacdo das condi¢bes de hidrolise &cida (concentracdo de HCI e do
tempo de reacdo) e validagdo de método analitico por CLAE. O teor de flavondides
totais, assim obtido, foi 154% maior do que o observado por ensaio colorimétrico com
cloreto de aluminio a 425 nm. Analises por CLAE-DAD e CLAE-EM/EM também foram
realizadas e revelaram a presenca de rutina, quercetrina e dos &cidos 3,4-O-
dicafeoilquinico e 4,5-O-dicafeoilquinico. Além desses ensaios, ainda como parte da
caracterizacdo da droga vegetal, foi avaliado o teor e composicao do 6leo volatil
presente nas folhas e inflorescéncias. Esses produtos demonstraram potente agao
antifngica frente a leveduras emergentes e multirresistentes, sem evidéncias de
citotoxicidade. Em relacdo a obteng&o do extrato seco por aspersao (PSA) a partir do
extrato etanol:éter (1:1), o processo mostrou-se viavel, com alto rendimento e para a
sua qualificacdo quimica foram, empregadas duas técnica cromatograficas. Por CLAE
foi determinada a presenga dos mesmos componentes descritos para a droga.
Adicionalmente, foi realizada a padronizacdo quimica quantitativa da droga vegetal
pela determinacdo dos flavonoides totais na qual foi evidenciando o teor de 82,73
mg/g expressos em quercetina. A quantificacdo da solidagenona foi realizada por
HPTLC-densitometria e o teor médio encontrado foi de 8 mg/g. A avaliacdo da



atividade gastroprotetora do PSA e do marcador solidagenona utilizou-se os modelos
de lesdo gastrica induzida por etanol e indometacina em camundongos. Nesses
modelos, o PSA apresentou um indice de gastroprotecdo, nas doses de 50, 125 e 250
mg/kg respectivamente, de 85 + 15%, 77 + 3%; 83 £ 9%; 64 + 16 % quando utilizado
etanol como agente lesivo e de 63 + 23% e 79 + 12% quando utilizado a indometacina.
A solidagenona testada na dose de 30 mg/kg, apresentou indices o0s indices de
gastroprotecdo préximos aos dos padrées positivos ranitidina e carbenoloxona em
doses de 100 e 200 mg/kg respectivamente. O PSA, produto intermediario com acao
gastroprotetora, foi caracterizado como um po6 fino com baixa densidade e baixa
fluidez, tornando necessarios processos de granulagdo por via seca para possibilitar a
sua incorporagdo em forma farmacéutica solida. Foram obtidos compridos de 700 mg
e estes foram caracterizados em relagdo aos ensaios de resisténcia mecéanica e
uniformidade de conteudo.

Os resultados obtidos neste trabalho representam as primeiras contribuicbes para o
estabelecimento de pardmetros e métodos para a caracterizacdo que auxiliem no
controle de qualidade da droga vegetal de S. chilensis. A viabilidade de producao,
gualificacdo quimica e verificacdo de acdo farmacologica do extrato seco obtido e o
estudo da Vviabilidade tecnolégica de obtencdo de comprimidos contribuem
enormemente para o desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos a partir de S.
chilensis. Este trabalho pode ser considerado inovador por tratar-se da associagéo de
uma matriz complexa, rica em constituintes terpénicos e flavonoides cuja
caracterizacdo quimica quali e quantitativa foi estabelecida e demonstrada a
viabilidade de inser¢éo desta matriz em forma farmacéutica sélida.

Palavras-chave: Solidago chilensis, controle de qualidade, acdo antifungica,
qualificacdo de extrato seco por aspersao, gastroprotecao, obtencdo de comprimidos.



Abstract

Infusions and decoctions prepared with aerial parts of Solidago chilensis are used in
folk medicine to treat gastric disorders, intestinal ulcers, inflammatory conditions,
rheumatism, and as a diuretic and analgesic agent. The anti-inflammatory and
gastroprotective activities attributed to the aerial parts have been observed in
pharmacological studies, thus supporting the popular use for this species. Studies have
demonstrated the inhibition of the chronic and acute inflammatory responses by
extracts obtained with different solvents, through in vitro and in vivo models and also by
a clinical trial. The same occurs to the gastroprotective action, evidenced for aqueous
extracts in vivo. This species, native to Brazil and widespread throughout our country,
is inserted in the RENISUS, which is part of the National Politics of Integrative and
Complementary Practices. However, there are no reports in the literature concerning
the chemical profile and the obtention of standardized technological products and their
active principle, which may be an important limitation to the production of a
phytomedicine. Following this line, the current work aims to add knowledge to the
utilization for the species and also adds scientific evidences to the possibility of
Solidago chilensis to follow into a phytotherapic productive chain. The objectives of this
work are the evaluation of quality control parameters and the establishment of chemical
conditions which may enable the identification and characterization of this species, as
well as its comparison with other species belonging to the same genus, that share a
wide therapeutic use in Europe. Comparative analyses for these samples were made
by TLC, HPLC and also by the flavonoid total content profile. The analyses of
methanolic extracts made by TLC and HPLC evidenced interspecies chemical
differences and the qualitative uniformity for Solidago chilensis, observed in different
places and years of collection. The quantitative total flavonoid determination involved
the optimization of acid hydrolysis conditions (HCI concentration and time of reaction)
and the validation of an analytic method by HPLC. The total flavonoid content thus
obtained was 154% higher than the observed by the colorimetric assay using aluminum
chloride, at 425 nm. Analyses by HPLC-PDA and HPLC-MS-MS were also conducted
and revealed the presence of rutin, quercetrin, 3,4-O-cafeoyl quinic and 4,5-O-dicafeoyl
quinic acids. Moreover, the vegetal drug characterization involved also the content and
composition of volatile oil present in leaves and inflorescences. These products
showed a potent antifungal action towards emerging and multiresistant yeast strains,
without cytotoxicity evidences. The obtention of the spray-dried ethanol: ether (1:1)
extracts demonstrated to be viable, with high yield, and their chemical standardization

was achieved using two techniques. By HPLC, the presence of the same compounds



described for the vegetal drug was determined. The quantitative content of total
flavonoids was 82.73 mg/g, expressed as quercetin. Solidagenone content was
assessed by HPTLC-densitometry, and was determined to be 8.0 mg/g. The
gastroprotective activities of solidagenone and the Solidago chilensis spray-dried
extract (SDE) were assayed using the ethanol and indomethacin-induced ulcer models.
The index of ulceration induced by ethanol was reduced in the presence of SDE at the
doses of 50, 125 and 250 mg/kg (85 £ 15 %, 77 £ 3 %; 83 = 9 %; 64 = 16 %,
respectively); 64 + 16 %, 63 £ 23 % e 79 =+ 12 % in the presence of indomethacin.
Solidagenone presented at the dose of 30 mg/kg an index of gastroprotection close to
the reference standards ranitidine and carbenoxolone (100 and 200 mg/kg,
respectively). SDE, the intermediary product with gastroprotective action, was
characterized as a fine powder with a low density and a low flowability, making
necessary the development of dry granulation processes to achieve its incorporation
into solid dosages. This way, 700 mg tablets were obtained and characterized using
the parameters mechanical resistance and uniformity of content.

The results obtained in this work represent the first contributions to establish methods
and parameters to the characterization and for the quality control of the vegetal drug
Solidago chilensis. The viability of production, chemical standardization, assessment of
the biological activity for the SPE and the technological feasibility to obtain tablets
contribute to the development of new pharmaceutical products from Solidago chilensis.
Considering that this complex plant matrix, enriched in terpenic and flavonoid
constituents, has its qualitative and quantitative characterization already established,
and that its insertion into a solid dosage has a viability of production, this can be

considered innovator.

Keywords: Solidago chilensis, quality control, antifungal activity, spray-dry extract

standardization, gastroprotection, tablets obtention.
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Apresentacao

O presente trabalho teve como objetivo geral a caracterizacdo e
avaliacdo de parametros de controle de qualidade para a droga vegetal
Solidago chilensis Meyer; a obtencdo e qualificacdo quimica do produto
intermediario extrato seco bem como a avaliacdo da atividade gastroprotetora
deste e o0 estudo de viabilidade de obtencdo de forma farmacéutica solida. A
fim de organizar a exposicao do tema e facilitar a compreenséo, o trabalho foi

dividido em cinco capitulos com a seguinte estrutura:

Capiitulo 1 - Revisdo da literatura com a finalidade de contextualizar o

tema do trabalho e a espécie de interesse.

Capitulo 2 - Caracterizacdo da matéria-prima vegetal e avaliacdo de
parametros de controle de qualidade para a matéria-prima vegetal. Parte do
capitulo é apresentada sob a forma de manuscrito: “Solidago chilensis essential
oil as a potential new drug against resistant Candida isolates, without human

blood cell damage and genotoxicity”.

Capitulo 3 - Obtencdo de produto intermediario extrato seco e
qualificacdo quimica.

Capitulo 4 - Avaliacdo da atividade gastroprotetora de extrato seco

padronizado obtido das inflorescéncias de Solidago chilensis Meyer.

Capitulo 5 - Obtencdo da forma farmacéutica acabada a partir

granulados de extrato seco padronizado.

Ao final, os resultados obtidos sédo discutidos em conjunto e as

conclusdes gerais do trabalho apresentadas.
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INTRODUCAO







A comercializacao de plantas medicinais tanto na forma de droga vegetal
guanto na composi¢cao de produtos industrializados - suplementos alimentares,
nutracéuticos, medicamentos fitoterapicos - ou mesmo em preparacdes
descritas em codigos oficiais - Farmacopeias Chinesa e Indiana, Formulario de
Fitoterapicos, por exemplo - tem apresentado expressivas taxas anuais de
crescimento, com uma movimentacdo global de US$ 21,7 bilhdes/ano
(Carvalho et al.,, 2008; Khan et al., 2012.). Dados divulgados pelo Banco
Mundial demonstraram que mercado de plantas medicinais cresce de 5-15% ao
ano (Cravotto et al., 2010; Khan et al., 2012). Da mesma forma, o setor de
medicamentos fitoterdpicos registra aumento anual de cerca de 15%, enquanto
o de medicamentos sintéticos ndo ultrapassa de 4% (Carvalho et al., 2008).
Nos EUA, por exemplo, onde os produtos derivados de plantas sao
comercializados principamente como suplementos dietéticos, o mercado
cresceu de US$ 2,9 bilhdes em 1995 para US$ 4,8 bilhdes em 2008 (Khan et
al., 2012). No Brasil é estimado que esse comércio movimente cerca de US$
160 milhdes/ano (Carvalho et al., 2008).

Esse panorama estd associado a diversos fatores que vao desde o
estimulo ao uso de plantas medicinais para os cuidados primarios de saude
(Samy et al.,, 2010) a maior credibilidade aos produtos, possibilitada pela
regulamentacao e fiscalizacéo realizada por 6rgdos competentes. Entretanto,
esta tendéncia a maior procura pela estes produtos representa um desafio
técnico-cientifico consideravel na area de controle de qualidade de plantas
medicinais e derivados, uma vez que a qualidade destes é diretamente
relacionada a seguranca e a eficacia (Kahn et al. 2008). O fato pode ser
agravado, e torna-se um fator limitante para utlizacdo de plantas como
matéria-prima pelas industrias, quando ndo ha descricdo em codigos oficiais
(Formularios e Farmacopeias) e/ou auséncia de estudos cientificos adequados
sobre muitas delas.

Comparativamente com os medicamentos alopéticos, a avaliacdo da
qualidade e seguranca dos produtos vegetais € mais complexa. No caso dos
farmacos, as propriedades fisico-quimicas sao totalmente caracterizadas antes
mesmo do desenvolvimento tecnolégico e dos ensaios clinicos.
Adicionalmente, o medicamento é produzido sob rigorosas diretrizes com

minimas possibilidades de desvio de qualidade.
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Em contraponto, para os fitoterapicos, as matérias-primas muitas vezes
séo cultivadas em condicdes diversas, em diferentes localiza¢cdes geograficas,
colhidas em diferentes épocas e, muitas vezes, processadas com espécies ou
variedades usadas erroneamente (Kahn et al., 2008). Essas inconstancias tém
influéncia direta sobre a composicédo quimica e qualidade da matéria-prima.

O amplo conhecimento fitoquimico do produto deve ser o primeiro passo
para garantir a qualidade e seguranca das matérias-primas vegetais (Kahn et
al., 2008). Nesse sentido, no ano de 2006 foram publicadas duas politicas para
o setor de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil: a Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Salde e
a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF). Ambas
apresentam dentre as suas diretrizes o0 incentivo a pesquisa e ao
desenvolvimento relacionado ao uso de plantas medicinais e fitoterapicos, com
0 objetivo de disponibilizar a populacao produtos com qualidade, seguranca e
eficacia priorizando a biodiversidade e ao desenvolvimento da industria
farmacéutica nacional (Brasil, 2006).

Como acdao integrante dessas politicas publicas de saude, soma-se a
Relac&o Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus), a qual
apresenta uma lista com 71 espécies que possuem potencial para gerar
produtos de interesse ao SUS. Nesta selecdo, foram priorizadas plantas
nativas ou exoticas adaptadas, amplamente utilizadas pela populagéo brasileira
e que ja tém algumas evidéncias para indicacdo de uso na atencao basica a
saude. O objetivo deste documento € orientar estudos e pesquisas que possam
subsidiar a utilizacdo segura e eficaz de plantas medicinais e fitoterapicos na
Assisténcia Farmacéutica Basica (BRASIL, 2009, 2010).

Todavia, estudos sobre composicdo quimica e avaliacdo de atividades
biolégicas que justifiguem a utilizagdo de uma variedade de insumos vegetais
SA0 necessarios, uma vez que Sao escass0S Ou inexistentes para muitas
dessas espécies vegetais. Além disso, € indispensavel o estabelecimento de
parametros de qualidade e estabilidade de matérias-primas vegetais para que a
seguranca e eficacia sejam assegurados.

Neste contexto, € possivel destacar a espécie Solidago chilensis Meyer
gue, no Brasil, € popularmente conhecida como arnica-brasileira, erva-lanceta,

arnica-do-mato, arnica-silvestre, espiga-ouro, lanceta, macela-milida e
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marcela-midda. A espécie cresce abundantemente nos dominios geograficos
da Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pampa (Teles et al.,, 2010) e sua
relevancia na medicina popular é reconhecida pelo uso no tratamento de
distarbios gastricos, Ulceras intestinais, inflamacgdes, reumatismo, além do
emprego como diurético e analgésico (Russo et al., 2008 ; Goulart et al., 2007).
Estudos farmacoldgicos realizados com diversos extratos evidenciaram o
grande potencial para o desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos e
necessidade de aprofundamento nos estudos quimicos, farmacoldgicos e
clinicos.

Desta forma, este trabalho teve como alvo o desenvolvimento de
metodologias validadas que permitiram a identificacdo e quantificagcdo de
marcadores quimicos, além de estudos de estabilidade e desenvolvimento
tecnoldgico de extratos padronizados, essenciais para a garantia da qualidade
e para permitir na sequéncia, estudos de seguranca e eficacia. Posteriormente,
a acao gastroprotetora do extrato padronizado foi experimentada in vivo.
Adicionalmente, foi realizado o estudo de viabilidade de obtencdo de forma

farmacéutica comprimidos.
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OBJETIVOS







1. Objetivo geral

Esta tese teve como escopo a investigagdo, caracterizacao quimica e o
estabelecimento de parametros de controle de qualidade para as
inflorescéncias de Solidago chilensis, bem como desenvolvimento de extratos
secos padronizados, com posterior avaliacdo de acdo gastroprotetora e estudo
de viabilidade tecnologica de obtencédo de comprimidos a partir extrato seco.

2. Objetivos especificos

- Analise qualitativa por cromatografia em camada delgada e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de extratos obtidos de
inflorescéncias de S. chilensis.

- Estabelecimento de fingerprint 6timo.

- ldentificac@o dos constituintes quimicos presentes nas inflorescéncias.

- Estabelecer marcador quimico para a espécie identificando-o por
meétodos espectroscopicos e/ou comparacdo com amostras referéncia.

- Determinar parametros fisico-quimicos para a droga vegetal.

- Realizar andlise quantitativa do marcador quimico utilizando método
analitico validado.

- Desenvolver e caracterizar extratos secos por aspersao (spray drying).

- Determinar quantitativamente o teor do marcador quimico nos extratos
secos.

- Avaliar a atividade gastroprotetora do extrato padronizado.

- Avaliar a viabilidade de obtencdo de comprimidos a partir de extrato

seco padronizado.
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CAPITULO 1 - REVISAO







1.1 Género Solidago

O género Solidago, familia Asteraceae, agrupa cerca de 100 espécies
que crescem naturalmente nos continentes americano, europeu, asiatico € no
norte da Africa. Fenotipicamente, em especial na época de floracdo, as
espécies sao muito semelhantes e genericamente denominadas de “Golden
rod” (vara de ouro) (Centeno 2003; Russo et al., 2008).

Considerando-se os dados cientificos atuais, podem ser destacadas as
espécies Solidago virgaurea L. (nativa da Europa e Asia), Solidago gigantea L.,
Solidago odora Aint e Solidago canadensis L. (nativas da América do Norte)
como os exemplares mais importantes por possuirem aplicacdes terapéuticas
reconhecidas e serem aceitas em importantes Orgdos europeus como a
ESCOP e Comisséao E (Centeno, 2003; Melzing, 2004; Choi et al., 2005; Russo
et al., 2008).

Inicialmente as sumidades de S. gigantea e S. canadensis eram
consideradas adulteracdo de S. virgaurea, uma vez que esta poSSui
disponibilidade limitada. Posteriormente, a Comissao E considerou que as trés
espécies e hibridos sdo drogas vegetais terapeuticamente intercambiaveis pela
presenca dos mesmos grupos quimicos (saponinas, flavonoides, terpenos).
Desta forma, no comércio europeu, a mistura das trés espécies passou a ser
disponibilizada com a licenca germanica. No entanto, essa indistingdo néo foi
consensual entre as autoridades sanitarias de paises europeus, 0 que resultou
em diferentes formas de apresentacdo comercial para a droga. Apesar do uso
indistinto, atualmente, € possivel adquirir no comércio europeu a Solidaginis
virgaurea herba= European goldenrod herba (S. virgaurea) e a Solidaginis
herba = Goldenrod herba (mistura de S. canadensis, S. gigantea e hibridos ou
mistura das espécies) (Blumenthal, 2000; Centeno, 2003). Tanto a S.
virgaurea, a S. canadensis bem como a mistura de S. canadensis e S.
gigantea, possuem critérios quimicos de diferenciacdo definidos por
monografias farmacopeicas (Farmacopeia Britanica, 2009). No Brasil, é
relatada somente a ocorréncia de Solidago chilensis, que também pode ser
encontrada no Chile e na Argentina (Russo et al., 2008; Teles et al., 2010).

Recentemente, diversos estudos quimicos e farmacolégicos tém sido

realizados com espécies de Solidago. Mais de 190 compostos pertencentes
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aos grupos: fendis, saponinas, flavonoides, terpenos e esteroides foram
identificados. Além disso, exprimentos in vivo e in vitro tém demonstrado
diversas atividades tais como imunomodulacdo, antitumoral, analgésica, anti-
inflamatoria e efeito de gastroprotecdo. Estes estudos serdo avaliados
detalhadamente nesta revisao.

Considerando-se a importancia do género e da necessidade de literatura
que inclua informacdes completas e agrupadas, na atual revisdo, realizou-se
analise abrangente sobre a ocorréncia das espécies, etnofarmacologia,

fitoquimica, atividades farmacoldgicas e toxicologia das espécies de Solidago.

1.1.2 Ocorréncia

O género Solidago, familia Asteraceae, possui cerca de 100 espécies
que crescem naturalmente nas Américas, Europa, Asia e norte da Africa. Na
Tabela 1 séo descritas as espécies aceitas, de acordo com o site The Plant List
(http://www.theplantlist.org), acessado em 24/05/2014, além das sinonimias
reconhecidas e locais de ocorréncia. Ainda, de acordo com o The Plant List,

existem mais 53 subespécies e hibridos aceitos para o género.

Quadro 1.1: Espécies de Solidago, sinonimias aceitas e regido de ocorréncia de acordo com o
The Plant List (http://www.theplantlist.org).

Espécie Sinénimo Ocorréncia

Solidago albopilosa E.L.Braun; USA
Solidago altiplanities C.E.S.Taylor &
R.John Taylor

Solidago altissima L. Solidago altissima var. altissima; Solidago altissima Asia-Temperate,
subsp. Altissima; Solidago altissima var. pluricephala Taiwan, North-
M.C.Johnst.; Solidago altissima var. procera (Aiton) Central Pacific,
Fernald; Solidago hirsutissima Mill.; Solidago lunellii Hawaii, Canada,
Rydb.; Solidago scabra Muhl. ex Willd. U.S.A, Mexico

Solidago amplexicaulis Torr. & Aster amplexicaulis (Torr. & A.Gray) Kuntze

A.Gray

Solidago arenicola B.R.Keener & USA

Kral

Solidago argentinensis Lopez Argentina

Laphitz, Rita Maria & Semple

Solidago arguta Aiton Aster arguta (Aiton) Kuntze; Solidago arguta var. USA, Canada, Asia

arguta; Solidago arguta subsp. Arguta; Solidago arguta

Solidago aurea Spreng. Aster aureus D.Don
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Solidago auriculata Shuttlew. ex
S.F.Blake

Solidago amplexicaulis Torr. & A.Gray ex Chapm.;
Solidago amplexicaulis Torr. & A.Gray ex A.Gray;
Solidago notabilis Mack. ex Small; Solidago notabilis
Mack.

USA

Solidago bartramiana Fernald

Solidago canadensis var. bartramiana Beaudry

Canada

Solidago bicolor L.

Aster bicolor (L.) Nees; Aster bicolor var. bicolor; Aster
pubens (M.A.Curtis ex Torr. & A.Gray) Kuntze;
Solidago alba Mill.; Solidago bicolor var. bicolor;
Solidago bicolor f. bicolor; Solidago curtisii var. pubens
(M.A.Curtis ex Torr. & A.Gray) A.Gray; Solidago
pubens M.A.Curtis; Solidago pubens M.A.Curtis ex
Torr. & A.Gray

USA, Canada

Solidago brachyphylla Chapm. ex
Torr. & A.Gray

Solidago pallescens Mohr; Solidago boottii var.
brachyphylla (Chapm. ex Torr. & A.Gray) A.Gray

USA

Solidago buckleyi Torr. & A.Gray

Aster buckleyi (Torr. & A.Gray) Kuntze

USA

Solidago caesia L.

Aster caesius (L.) Kuntze; Solidago axillaris herb.banks
ex Pursh; Solidago caesia var. axillaris (Pursh) A.Gray;
Solidago caesia var. caesia; Solidago caesia f. caesia;
Solidago caesia var. paniculata A.Gray; Solidago
gracilis hort.par. ex Pair.; Solidago lateriflora Raf. ex
DC.

USA, Canada

Solidago calcicola (Fernald) Fernald

Solidago virgaurea var. calcicola Fernald

USA, Canada

Solidago californica Nultt.

Solidago californica var. californica

USA

Solidago canadensis L.

Aster canadensis (L.) Kuntze; Doria canadensis (L.)
Lunell; Solidago canadensis subsp. altissima (L.)
0.Bolds & Vigo; Solidago canadensis f. canadensis;
Solidago canadensis subsp. Canadensis; Solidago
canadensis var. canadensis; Solidago hirsutissima var.

hirsutissima

Oceania, Europe,
Moldavia, U.S.A

Solidago chilensis Meyen

Aster polyglossa Kuntze; Aster polyglossa Kuntze;
Solidago bonariensis D.Don ex Baker; Solidago
chilensis var. chilensis; Solidago coquimba Phil.;
Solidago linearifolia DC.; Solidago linearifolia var.
brachypoda Speg.; Solidago linearifolia var. linearifolia;
Solidago marginella DC.; Solidago marginella var.
marginella; Solidago marginella var. sublanceolata
DC.; Solidago microglossa DC.; Solidago microglossa
var. linearifolia (DC.) Baker; Solidago microglossa var.
megapotamica DC.; Solidago microglossa var.
microglossa; Solidago nitidula Mart. ex Baker; Solidago
odora Hook. & Arn.; Solidago odora var. odora;
Solidago polyglossa DC. ; Solidago repens D.Don ex

Baker; Solidago vulneraria Mart. ex Baker

Brasil, Bolivia,
Chile, Argentina

Solidago compacta Turcz.

Russia, Alaska

Solidago confinis A.Gray

Aster confinis (A.Gray) Kuntze, Solidago confinis f.
confinis; Solidago confinis var. confinis; Solidago
confinis var. luxurians (H.M.Hall) Jeps.; Solidago
confinis f. luxurians H.M.Hall; Solidago spectabilis var.

confinis (A.Gray) Cronquist

USA
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Solidago curtisii Torr. & A.Gray Solidago ambigua var. curtisii (Torr. & A.Gray) USA
Alph.Wood; Solidago caesia var. curtisii (Torr. &
A.Gray) C.E.S.Taylor & R.John Taylor; Solidago caesia
var. hispida Alph.Wood; Solidago curtisii var. curtisii

Solidago decurrens Lour Solidago decurrens f. decurrens; Solidago decurrens f. | China, India,
paludosa (Honda) Kitam; Solidago pacifica Juz.; Japan, Laos
Solidago pubescens Wall.; Solidago virgaurea subsp.

Nepal, North

coreana (Nakai) Kitag.; Solidago virgaurea var.
glabriuscula C.B.Clarke; Solidago virgaurea var.
paludosa Honda; Solidago virgaurea var. pubescens
C.B.Clarke

Korea, Philippines,
South Korea,

Vietnam, Himalaya.

Solidago delicatula Small Solidago helleri Small; Solidago microphylla (A.Gray) USA
Engelm. ex Small; Solidago ulmifolia var. microphylla
A.Gray
Solidago durangensis G.L.Nesom Mexico
Solidago erecta Pursh Solidago porteri Small; Solidago speciosa var. erecta USA
(Banks ex Pursh) MacMill.
Solidago ericamerioides G.L.Nesom Mexico
Solidago fistulosa Mill. Solidago aspericaulis A.H.Moore; Solidago fistulosa f. -
fistulosa
Solidago flexicaulis L. Solidago flexicaulis var. ciliata DC.; Solidago flexicaulis | USA
f. flexicaulis; Solidago flexicaulis var. flexicaulis;
Solidago flexicaulis var. latifolia (L.) Pursh; Solidago
latifolia L.; Solidago scrophulariifolia Mill.
Solidago gattingeri Chapm. ex Solidago missouriensis var. pumila Chapm. USA

A.Gray

Solidago gigantea Aiton

Solidago cleliae DC.; Solidago dumetorum Lunell;
Solidago gigantea subsp. Gigantea; Solidago gigantea
var. gigantea; Solidago gigantea var. pitcheri (Nutt.)
Shinners; Solidago gigantea subsp. serotina (Kuntze)
McNeill; Solidago gigantea var. serotina (Kuntze)
Cronquist; Solidago gigantea var. shinnersii Beaudry;
Solidago x leiophallax Friesner; Solidago pitcheri Nutt.;
Solidago serotina Aiton; Solidago serotina var.
gigantea (Aiton) A.Gray; Solidago serotina var. minor
Hook.; Solidago serotina var. serotina; Solidago
serotina f. serotina; Solidago serotinoides A.Léve &
D.Love; Solidago shinnersii (Beaudry) Beaudry;
Solidago somesii Rydb.

Canada;Europe;
New Zealand; USA

Solidago glabra Desf. Colombia

Solidago glomerata Michx. Actipsis glomerata Raf.; Actipsis squamosa Raf.; Aster USA
glomeratus (Michx.) Kuntze

Solidago hintoniorum G.L.Nesom Mexico

46




Solidago hispida Muhl. ex Willd.

Aster bicolor var. lanatus (Hook.) Kuntze; Solidago
bicolor var. concolor Torr. & A.Gray; Solidago bicolor
var. hispida (Muhl. ex Willd.) "Britton, Sterns &
Poggenb.; Solidago bicolor var. lanata (Hook.) A.Gray;
Solidago bicolor var. luteola Farw.; Solidago bicolor
var. ovalis Farw.; Solidago bicolor var. spathulata
Farw.; Solidago bicolor var. tonsa (Fernald) B.Boivin;
Solidago earlei Small; Solidago hirsuta Nutt.; Solidago
hispida var. arnoglossa Fernald; Solidago hispida var.
disjuncta Fernald; Solidago hispida var. hispida;
Solidago hispida var. huronensis Semple; Solidago
hispida var. lanata (Hook.) Fernald; Solidago hispida

var. tonsa Fernald; Solidago lanata Hook.

Canada, USA

Solidago houghtonii Torr. & A.Gray

Aster houghtonii (Torr. & A.Gray) Kuntze; Oligoneuron
houghtonii (Torr. & A.Gray ex A.Gray) G.L.Nesom

USA

Solidago humilis Mill.

Solidago humilis var. humilis

Solidago inornata Lunell

Doria inornata (Lunell) Lunell

USA

Solidago juliae G.L.Nesom

Solidago altissima var. canescens (A.Gray)
M.C.Johnst.; Solidago canadensis var. canescens
A.Gray

Mexico, USA

Solidago juncea Aiton

Aster ciliaris Kuntze; Solidago arguta var. juncea
(Aiton) Torr. & A.Gray; Solidago arguta var. scabrella
Torr. & A.Gray; Solidago juncea var. juncea; Solidago
juncea f. juncea; Solidago juncea var. neobohemica
Fernald; Solidago juncea var. ramosa Porter & Britton;
Solidago juncea var. scabrella (Torr. & A.Gray) A.Gray

Canada, USA

Solidago kralii Semple

USA

Solidago kuhistanica Juz.

Europe

Solidago kurilensis Juz.

Solidago virgaurea subsp. kurilensis (Juz.) Vorosch.

Altay; West Siberia.

Solidago lancifolia (Torr. & A.Gray)
Chapm.

Solidago ambigua var. lancifolia Torr. & A.Gray

Solidago latissimifolia Mill.

Aster latissimifolius (Mill.) Kuntze; Aster latissimifolius
var. confertiflorus Kuntze; Aster latissimifolius var.
latissimifolius; Aster sublitoralis (Torr. & A.Gray)
Kuntze; Dasiorima elliotii Raf.; Solidago edisoniana
Mack.; Solidago elliottii Torr. & A.Gray; Solidago elliottii
var. ascendens Fernald; Solidago elliottii var. divaricata
Fernald; Solidago elliottii var. edisoniana (Mack.)
Fernald; Solidago elliottii var. elliottii; Solidago elliottii
var. pedicellata Fernald

Solidago elliptica Elliott; Solidago elliptica Aiton;

Solidago mirabilis Small

Canada, USA

Solidago leavenworthii Torr. &
A.Gray

Aster leavenworthii (Torr. & A.Gray) Kuntze

USA

Solidago leiocarpa DC.

Solidago cutleri Fernald / Solidago virgaurea var. alpina

Bigelow

USA

Solidago ludoviciana (A.Gray) Small

Solidago arguta var. strigosa (Small) Steyerm.;
Solidago boottii var. ludoviciana A.Gray; Solidago

strigosa Small

USA
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Solidago macrophylla Banks ex Solidago macrophylla var. macrophylla; Solidago Canada, USA
Pursh macrophylla f. macrophylla; Solidago macrophylla var.

thyrsoidea (E.Mey.) Fernald; Solidago mensalis

Fernald; Solidago thyrsoidea E.Mey.
Solidago macvaughii G.L.Nesom Mexico
Solidago minutissima (Makino) Solidago virgaurea var. minutissima Makino Japéo

Kitam.

Solidago virgaurea var. yakusimensis Nakai

Solidago yakusimensis (Nakai) Masam.

Solidago missouriensis Nutt.

Solidago duriuscula Greene; Solidago glaberrima
M.Martens; Solidago glaberrima var. glaberrima;
Solidago glaberrima var. montana (A.Gray) Lunell;
Solidago glaberrima var. moritura (E.S.Steele)
E.J.Palmer & Steyerm.; Solidago glaucophylla Rydb.
Solidago hapemaniana Rydb.; Solidago marshallii
Rothr.; Solidago missouriensis var. extraria A.Gray;
Solidago missouriensis var. fasciculata Holz.; Solidago
missouriensis var. glaberrima (M.Martens) Rosend. &
Cronquist; Solidago missouriensis var. missouriensis;
Solidago missouriensis var. montana A.Gray; Solidago
missouriensis var. tenuissima (Wooton & Standl.)
C.E.S.Taylor & R.John Taylor; Solidago missouriensis
var. tolmieana (A.Gray) Cronquist; Solidago moritura
E.S.Steele; Solidago tenuissima Wooton & Standl.;

Solidago tolmieana A.Gray

Canada, Vietnam,
USA

Solidago mollis Bartl.

Solidago incana Torr. & A.Gray; Solidago mollis var.
angustata Shinners; Solidago mollis var. mollis;
Solidago nemoralis var. incana (Torr. & A.Gray)

A.Gray; Solidago nemoralis var. mollis (Bartl.) A.Gray

Canada, USA

Solidago moseleyi Fernald

Euthamia graminifolia (L.) Nutt..

USA

Solidago multiradiata Aiton.

Solidago algida Piper; Solidago ciliosa Greene;
Solidago cusickii Piper; Solidago dilatata A.Nelson;
Solidago multiradiata var. arctica (DC.) Fernald;
Solidago multiradiata subsp. multiradiata; Solidago
multiradiata var. multiradiata; Solidago multiradiata
subsp. scopulorum (A.Gray) W.A.Weber; Solidago
multiradiata var. scopulorum A.Gray; Solidago rubra
Rydb.; Solidago scopulorum (A.Gray) A.Nelson
Synonym L; Solidago virgaurea var. arctica DC.;
Solidago virgaurea var. multiradiata (Aiton) Torr. &
A.Gray

Solidago nana Nultt.

Aster nanus (Nutt.) Kuntze / Solidago nivea Rydb.

USA

Solidago nemoralis Aiton

Aster hispidus (Muhl. ex Willd.) Kuntze; Solidago
nemoralis var. arenicola E.S.Burgess; Solidago
nemoralis var. elongata Peck; Solidago nemoralis var.
haleana Fernald; Solidago nemoralis f. nemoralis;
Solidago nemoralis var. nemoralis; Solidago nemoralis

subsp. nemoralis

Canada, U.S.A

Solidago nitida Torr. & A.Gray

Oligoneuron nitidum (Torr. & A.Gray) Small

USA

48




Solidago odora Aiton Aster odorus (Aiton) Kuntze; Solidago odora var. USA
inodora A.Gray; Solidago odora subsp. Odora;
Solidago odora var. odora; Solidago odora f. odora;
Solidago suaveolens Schopf
Solidago orientalis G.L.Nesom Solidago wrightii var. orientalis G.L.Nesom Mexico
Solidago ouachitensis C.E.S.Taylor USA
& R.John Taylor
Solidago ovata Friesner USA
Solidago paniculata DC. Aster hemsleyi Kuntze Mexico

Solidago patagonica Phil.

Argentina, Chile

Solidago patula Muhl. ex Willd.

Aster asperatus Kuntze; Solidago patula var. macra
Farw.; Solidago patula var. patula; Solidago patula

subsp. Patula

USA, China

Solidago perornata Lunell

Doria perornata (Lunell) Lunell

USA

Solidago petiolaris Aiton

Aster lindheimeranus (Scheele) Kuntze; Aster petiolaris
(Aiton) Kuntze; Solidago angusta Torr. & A.Gray;
Solidago lindheimeriana Scheele; Solidago milleriana
Mack. ex Small; Solidago milleriana Mack.; Solidago
petiolaris var. angusta (Torr. & A.Gray) A.Gray;
Solidago petiolaris var. petiolaris; Solidago petiolaris
var. squarrulosa Torr. & A.Gray; Solidago petiolaris var.
wardii (Britton) Fernald

Solidago squarrulosa (Torr. & A.Gray) Alph.Wood;
Solidago wardii Britton

USA

Solidago pinetorum Small; Solidago

plumosa Small

USA

Solidago pringlei Fernald

Mexico

Solidago puberula Nutt.

Solidago puberula var. borealis Vict.; Solidago
puberula var. expansa Vict.; Solidago puberula var.
puberula; Solidago puberula subsp. Puberula; Solidago

puberula f. puberula

Canada, U.S.A

Solidago pulchra Small

USA

Solidago radula Nutt.

Aster decemflora Nutt.; Aster decemflorus Kuntze;
Solidago decemflora A.Gray; Solidago laeta Greene;
Solidago pendula Small; Solidago radula var. laeta
(Greene) Fernald; Solidago radula var. radula;
Solidago radula var. rotundifolia (DC.) A.Gray; Solidago
radula var. stenolepis Fernald; Solidago rotundifolia

DC., Solidago scaberrima Torr. & A.Gray

Canada, U.S.A

Solidago riddellii Frank ex Riddell

Aster riddelii (Frank ex Frank) Kuntze; Oligoneuron

riddellii Rydb.; Solidago amplexicaulis M.Martens

Canada, U.S.A

Solidago rigida L.

Aster rigidus (L.) Kuntze; Aster rigidus subsp. rigidus;
Oligoneuron grandiflorum (Raf.) Small; Oligoneuron
rigidum (L.) Small; Oligoneuron rigidum var. rigidum;
Solidago grandiflora Raf.; Solidago rigida var. magna
Clute; Solidago rigida var. microcephala DC.; Solidago
rigida subsp. rigida; Solidago rigida var. rigida

Canada, U.S.A
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Solidago roanensis Porter Aster monticolus (Torr. & A.Gray) Kuntze; Solidago U.S.A
alleghaniensis (House) House; Solidago curtisii var.
monticola Torr. & A.Gray; Solidago maxonii Pollard;
Solidago monticola Jord. ex Boreau; Solidago
monticola (Torr. & A.Gray) Chapm.; Solidago roanensis
var. monticola (Torr. & A.Gray) Fernald; Solidago
roanensis var. roanensis; Solidago sciaphila E.S.Steele
Solidago rugosa Mill. Aster archerianus Kuntze; Aster rugosus (Mill.) Kuntze; | Canadé, U.S.A
Solidago rugosa f. rugosa
Solidago rupestris Raf. Aster rupestris (Raf.) Kuntze/ Solidago canadensis var. | USA
rupestris (Raf.) Porter
Solidago sempervirens Michx. Solidago sempervirens var. sempervirens; Solidago -
sempervirens f. sempervirens
Solidago serotina Retz. Solidago serotina subsp. Serotina -
Solidago shortii Torr. & A.Gray Aster rafinesquii Kuntze USA
Solidago simplex Kunth Solidago simplex subsp. Simplex Canadé, U.S.A

Solidago spathulata DC.

Aster candollei Kuntze; Homopappus spathulatus (DC.)
Nutt.; Solidago simplex var. spathulata (DC.) Cronquist;
Solidago spathulata subsp. Spathulata; Solidago
spathulata var. spathulata; Solidago spiciformis Torr. &
A.Gray

Canadé, U.S.A

Solidago speciosa A.Gray Solidago speciosa subsp. pallida (Porter) Semple; USA
Solidago speciosa var. rigidiuscula Torr. & A.Gray;
Solidago speciosa var. speciosa[
Solidago spectabilis (D.C.Eaton) Aster rothrockii Kuntze USA
A.Gray Solidago guiradonis var. spectabilis D.C.Eaton
Solidago spectabilis var. spectabilis
Solidago sphacelata Raf. Brachychaeta cordata (Short & R.Peter) Torr. & USA
A.Gray; Brachychaeta sphacelata (Raf.) Britton;
Brachychaeta sphacelata (Raf.) Britton ex Kearney;
Brachyris ovatifolia DC.; Solidago cordata Short &
Peter; Solidago cordata Short & R. Peter
Solidago spiraeifolia Fisch. ex Solidago cuprea Juz.; Solidago spiraeifolia var. Russian
Herder spiraeifolia
Solidago spithamaea M.A.Curtis ex Aster spithamaeus (M.A.Curtis ex A.Gray) Kuntze USA
A.Gray
Solidago squarrosa Muhl.. Solidago squamosa Nutt. ex Hook; Solidago squarrosa | Canad4, U.S.A
var. ramosa Peck; Solidago squarrosa var. squarrosa,;
Solidago squarrosa f. squarrosa
Solidago stricta Aiton Aster flavovirens (Chapm.) Kuntze; Aster strictus USA, México
(Aiton) Kuntze; Solidago chrysopsis Small; Solidago
flavovirens Chapm.; Solidago stricta var. angustifolia
(Elliott) A.Gray; Solidago stricta var. stricta; Solidago
stricta subsp. stricta
Solidago tarda Mackenzie USA
Solidago tortifolia Elliott Aster purschianus Kuntze USA
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Solidago uliginosa Nultt.

Solidago chrysolepis Fernald; Solidago farwellii
Fernald; Solidago humilis var. abbei B.Boivin; Solidago
humilis var. microcephala Porter; Solidago humilis var.
peracuta Fernald; Solidago humilis var. reducta Farw.;
Solidago klughii Fernald; Solidago linoides Torr. &
A.Gray; Solidago neglecta Torr. & A.Gray; Solidago
neglecta var. linoides (Torr. & A.Gray) A.Gray;
Solidago neglecta var. neglecta; Solidago neglecta var.
simulata Farw.; Solidago neglecta var. uniligulata
(DC.); Solidago purshii Porter; Solidago purshii f.
purshii; Solidago purshii var. purshii; Solidago simulans
Fernald; Solidago terrae-novae Torr. & A.Gray;
Solidago uliginosa var. levipes (Fernald) Fernald;
Solidago uliginosa var. linoides (Torr. & A.Gray)
Fernald; Solidago uliginosa var. neglecta (Torr. &
A.Gray) Fernald; Solidago uliginosa var. peracuta
(Fernald) Friesner; Solidago uliginosa var. terrae-novae
(Torr. & A.Gray) Fernald; Solidago uliginosa var.
uliginosa; Solidago uliginosa var. uliginosa; Solidago
uniligulata (DC.) Porter; Solidago uniligulata var.
levipes Fernald; Solidago uniligulata var. neglecta
(Torr. & A.Gray) Fernald; Solidago uniligulata var.
terrae-novae (Torr. & A.Gray) Fernald; Solidago
uniligulata var. uniligulata; Solidago virgaurea var.

humilis (Banks ex Pursh) A.Gray

Canada, U.S.A

Solidago velutina DC. Aster alamani Kuntze; Aster velutinus (DC.) Kuntze; USA
Solidago arizonica (A.Gray) Wooton & Stand|.;
Solidago canadensis var. arizonica A.Gray; Solidago
scabrida DC.; Solidago trinervata Greene; Solidago
velutina subsp. velutina; Solidago velutina var. velutina
Solidago verna M.A.Curtis ex Torr. & | Aster vernus (M.A.Curtis ex Torr. & A.Gray) Kuntze USA
A.Gray
Solidago villosicarpa LeBlond USA

Solidago virgaurea L.

Aster virgaurea (L.) Kuntze; Dectis decurrens Raf.;
Doria virgaurea Scop.; Solidago cantoniensis Lour.;
Solidago corsica (Rouy) A.W.Hill; Solidago minor Mill.;
Solidago nudiflora Viv.; Solidago pygmaea Bertol;
Solidago virgaurea subsp. leiocarpa (Benth.) Hultén;
Solidago virgaurea var. leiocarpa (Benth.) A.Gray;
Solidago virgaurea subsp. nudiflora (Viv.) Nyman;
Solidago virgaurea subsp. virgaurea; Solidago

virgaurea var. virgaurea; Solidago vulgaris Lam.

Europa; Japao;
Vietna; China;
Nova Zelandia;

Malasia;

Solidago wrightii A.Gray

Solidago bigelovii A.Gray; Solidago bigelovii var.
bigelovii; Solidago bigelovii var. wrightii (A.Gray)
A.Gray; Solidago wrightii var. adenophora S.F.Blake;
Solidago wrightii var. wrightii

USA

Solidago yokusaiana Makino

Japéo

Legenda: (-) regido de ocorréncia ndo descrita.
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1.1.3 Usos tradicionais

Solidago virgaurea - Uso como diurético e modulador de processos
inflamatorios (Abascal et al., 2008), além do emprego em desordens do trato
urinario (Sutovskaa et al., 2013) e como estomaquico na medicina chinesa
(Choi et al., 2005).

Solidago canadensis - uso no tratamento da nefrite crénica, cistite,
litiase, reumatismo (Centeno, 2003).

Solidago chilensis - Na medicina popular brasileira, infusos e decoctos
preparados com as partes aéreas da planta sdo utilizados para tratar distarbios
géstricos, Ulceras intestinais, inflamagdes, reumatismo, além do emprego como
diurético e analgésico e cicatrizante. Ja as raizes sdo consumidas in natura
pela acdo diurética (Morel et al., 2006; Gourlart et al., 2007; Russo et al., 2008;
Bieski et al., 2012) e, na Amazonia, as folhas sdo empregadas na preparacao
de solucdes e pomadas usadas para tratar ferimentos de pele e furinculos
(Coelho et al.,1995). Também é utilizada como substituta da Arnica montana L.,

no tratamento de inflamac¢des na pele (Goulart et al., 2007).

1.1.4 Composicédo quimica

a) Mono and sesquiterpenos (6leos essenciais)

Solidago chilensis - no 6leo essencial obtido das folhas foi identificada a
presenca de diversos mono e sequiterpenos tais como; a-pineno, B-pineno,
mirceno, a-felandreno, &-3-careno, limoneno, [(-ocimeno, acetofenona, a-
pineno, a-camfolenal, sesamol, isolongifoleno, a-1,7-di-epi-cedreno, cariofileno,
a-humuleno, B-cubebeno, biciclogermacreno, a-farneseno, ©&-cadineno,
espatulenol, 1,10-di-epi-cubenol, 5-a-epi-cadinol, cubenol, a-eudesmol,
diidroeudesmol, zizanal, foram relatados. Também, sabineno, linalol, terpin-4-
ol, acetato de bornila, p-cimen-8-ol, B-bourboneno, a-gurjuneno, B-elemeno, B-
gurjuneno, y-gurjuneno, germacreno D, B-lonono, 6xido de cariofileno, nerolidol

foram identificados em extratos da espécie (Vila et al., 2002; Morel et al., 2006).
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Solidago canadensis - no 6leo essencial obtido das folhas foi identificada

a presenca de 6-epi-a-cubebeno (1,5 %) e 6-epi-a-cubebeno (20,5 %) (Kasali

et al., 2002).

Solidago virgaurea - partes aereas - a-pineno, mirceno, B-pineno,

limoneno, sabineno and germacreno-D (Kalemba et al., 1999).

Solidago gigantea - partes aéreas - a-pineno (7,0/4,1 %), mirceno
(2,5/2,6 %), p-cimeno (2,2/0,6%), (-)-bornil acetato (4,4/2,9 %), a- (6,1/4,0%) e
y-gurjuneno (2,.5/2,1 %) (-)-germacreno D (21,6/23,5 %), (-)-ledol (1,2/2,1 %),
eudesma-4(15),7-dien-1B-ol (1,9/2,5 %) e (-)-ciclocolorenona (8,1/32,4 %)
(Kalemba et al., 2001).

b) Diterpenos e triterpenos

Quadro 1.2: Principais compostos di e triterpenicos identificados no género
Solidago.
Espécie Composto Parte Solvente Referencia
S. chilensis | Solidagenona (0,83 mg/qg); Rizomas Etanol - Torres et
deoxisolidagenona (0,008 Secos Maceracdao | al., 1989
mg/g); baurenol (0,25
mg/g);espinasterol (0,36 mg/q)
Solidagenona (0,53 mg/qg); 6- Rizomas Etanol: éter | Schmeda-
o0x0-9a, 16diidroxilabda-7,13- | secos etilico (1:1) | Hirschmann
dieno-16,15-olideo (0,06 mg/qg) - et al., 1987
Maceracao
Solidagenona (3,25 mg/qg) Inflorescén- | Etanol: éter | Valverde-
cias etilico (1:1) | Soares et
- al., 2009
Maceracao
a-amirina Rizomas Etanol: éter | Schmeda-
etilico (1:1) | Hirschman,
- 1987
Maceracao
Pumiloxide Folhas e Oleo Vila et al.,
inflorescén- | essencial - | 2002
cias hidrodestila-
cao
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S. Acidos solidagoicos C, D, E, F, | Partes Etanol: éter | Starks et
virgaurea G, H, I; cleroda-3,13-dien- aéreas etilico (1:1) | al., 2010
16,15:18,19-diolideo; cleroda- -
3,13(14)-dien-15,16:18,19- Maceracao
diolidio
Trans-fitol; ent-germacra- Partes Metanol - Choi et al.,
(15),5,10(14)-trien-1a-ol; aéreas Maceracao | 2004
acetato de 13-amirina; ent-
germacra-4(15),5,10(14)-trien-
la-ol, J3-dictiopterol, acido
oleandlico
S. 9 alfa-16 Oxi-diidroxi-6-0xo- Inflorescenc | Metanol Bradette-
canadensis | 7,13-labdadien-15,16-olideo ias Hébert et
(solicanolideo) al., 2008
9,13,15,16-bisepoxi-labdano- Rizomas Etanol Wangenste
7-eno-6,15-diono/ 13-epi- en et al.,
9,13,15,16-bisepoxi-labdano- 2012
7-eno-6,15-diono/ 15,16-epoxi-
labdano-7,13-dieno-6,16-dion/
15-etoxi-9,13,15,16-bisepoxi-
labdano-7-eno-6-ono/ 13-epi-
15-etoxi-9,13,15,16-bisepoxi-
labdane-7-eno-6-ono/
deoxisolidagenona/
solidagenona/ 5,16-epoxi-
labdano-7,13-dieno-6,15-diona
Solidagenona Rizomas - Anthonsen
et al. (1970)
Acidos 6- Inflorescenc | acetato de | Wu et al.
angeloiloxicolavénico e 6[3- ias etila 2008
tigloiloxicolavénico
Lupeol, acetato de lupeila, Rizomas Metil- Chaturvedul
acido ursolico, cicloartenol, etilcetona- aetal.,
cicloartenil palmitato, a-amirina Maceracdo | 2004

acetato, estigmasterol, 33-(3R-
acetoxi-hexadecanoil6xi)-lup-
20(29)-eno, 3B-(3-ceto-
hexadecanoiloxi)-lup-20(29)-
eno, 3B-(3-ceto-
hexadecanoiloxi)-29-norlupan-
20-ona

54



solidagocaninas A e B, | Partes Etanol 80% | Zeng et al
melleina aéreas 2012
(9,13,15,16-bisepoxi-labdano- | Raizes Etanol Wangenste
7-ene-6,15-diona; 13-epi- enetal,
. . 2012
9,13,15,16-bisepoxi-labdan-7-
en-6,15-diona; 15,16-epoxi-
labdan-7,13-dien-6,16-diona;
15-etoxi-9,13,15,16-bisepoxi-
labdano-7-eno-6-ono; 13-epi-
15-etoxi-9,13,15,16-bisepoxi-
labdano-7-eno-6-ona
S. arguta marrubiasideo, acido  (-)- | - - Andeson et
hardwickiico e acido al., 1974;
) Ferguso et
colavenico al., 1975.
S. altissima | Triciclosolidagolactona Folhas Benzeno Yamamura
et al, 1980.
Baurenol Raizes Metanol Okano et
al., 1983
Solidagonal e metil esteres; | Raizes Eter de Bohlmann
acido 2oxo-colavenico petréleo eta., 1985
Solidagolactonas IV, V, VIl and | - - Manabe et
Wil (1~4, -clerodano al., 1985
diterpenos)
S. rugosa Acidos colavenol, hardwickiico: | Raizes e Diclorometa | Lu et al.,
acido (-)-kaur-16-en-19-oico, | Prtes no 1995
aéreas

(+)-manool, (+)-3 beta-
hidroximanool, manoil oxido e
acido ent-abietico, (+)-18-

tigloiloximanool.
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c) Saponinas

Quadro 1.3: Principais saponinas identificadas no ¢

énero Solidago

Espécie Composto Parte Solvente Referencia
S. virgaurea Saponinas triterpenicas | Partes Agua Laurencon et
com ndcleo oleanano - | aereas al., 2013; Hiller
virgaureossaponinas 1, et at., 1985;
2,345,6 Bader et al.,
1992; Bader
1995
S. canadensis | Saponinas com nucleo | - - Murach et al
Baiogenina - 1975; Hiller et
Canadensissaponinas: al., 1983;
1-4 Reznicek et
al., 1991;
Reznicek et
al., 1992;

Quadro 1.4: Principais flavonoides e &cidos fendlicos identificados no género
Solidago
Espécie Composto Parte Solvente Referencia
S. chilensis | Rutina Inflorescé | Etanol - Tamura et
ncias maceracao al., 2009
frescas
Quercetrina, rutina, Folhas Etanol - Torres et
quercetina maceragao al., 1987;
Sabir et al.,
2012
Acidos 5-O-E-,3,4- e 4,5- | Inflorescé | Etanol - Tamura et
di-O-E-cafeoilquinicos. ncias maceragao al., 2009
frescas
Acido gélico Folhas Etanol - Sabir et al.,
maceracao 2012
S. Acido clorogénico, rutina, | Partes Metanol- soxhlet | Apati et al.,
virgaurea : : aéreas 2002; Kristo
hiperosideo, Infuso - 5 min et al.. 2002:
isoquercetrina, ’ '
. : Decocto - 5 min
quercetrina, afzelina
Tintura (40, 60,
96% v/v) - 6h
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Acido galico Partes Metanol e etanol | Apati et al.,
aéreas 96% 2002; Apati
et al., 2006
Canferol, canferol-3-O- Partes Metanol - Choi et al.,
rutinosideo, metil 3,5-di-O- | aéreas maceracao 2004
cafeoil quinato e acido
3,5-di-O-cafeoilquinico.
Rutina, canferol-3-O- Partes Etanol 50% Pietta et al.,
rutinosideo, canferol-3-O- | aéreas 1991
robinobiosideo e
isoramnetin-3-O-
rutinosideo
Astragalina, nicotilorina, | Partes - Blumenthal,
leiocarposideo, aéreas 2000
virgaureosideo, acido
cafeico
Acidos 5-cafeoilquinico, | Folhas Metanol Jaiswall et
cis-5-5-cafeoilquinico, 5-p- al,, 2011
coumaroilquinico, cis-5-p-
coumaroilquinico, 3,5-
dicafeiolquinico, cis-3,5-5-
p- dicafeiolquinico
Virgaureosideo A - - Hiller et al.,
1985
S. Acidos 3-O-cafeoilquinico, | Infloresce | Metanol Bradette-
canadensis neoclorogénico, 5.0- | ncias Hébert et
L al., 2008
cafeoilquinico,
clorogenico, 4,5-di-O-
cafeoilquinico, 3,5-di-O-
cafeoilquinico e 3,4-di-O-
cafeoilquinico
2'-hidroxi-4',6'"-di-O--D- Partes - Zhang et
glicopiranosil- aéreas aI., 2007
butirrofenona
S. gigantea | quercetina, guercitrina, | Folhas Etil acetato Kustrak et
isoquercitrina e rutina al., 1993
S. altissima | canferol 3-O-B-D- Folhas Metanol Wu et al.,
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apiofuranosil-(1—6)-3-D-
glicopiranosideo,
quercetina 3-O-D-f3-
piofuranosil-(1—6)-B-D-
glucopiranosideo, 3-O-f3-
D-apiofuranosil-(1—6)-b-D-
glucopiranosideo de
canferol, astragalina,
isoquercitrina, nicotiflorina,

rutina

2007

canferol 3-O-rutinosideo 7-
O-B-d-apiofuranosideo,
trans-tilirosideo, acidos
cafeico, clorogénico, 3-O-
cafeoilquinico, 4-O-
cafeoilquinico, -O-
coumaroilquinico, 4-O-
coumaroilquinico, 3,5-di-
O-cafeoilquinico, 4,5-

dicafeoilquinico

Folhas

Metanol

Jin et al.,
2008

S. altissima
L.

acilfloroglucinol glicosideo

Folhas

Metanol

(Wu et al.,
2007).

Legenda: (-) Dado ndo descrito no artigo.

d) Outros metabolitos secundarios

Poliacetilenos - Dois poliacetilenos: metil 10-(2-metil-2-butenoiloxi)-cis-2, cis-

8-decadien-4,6-diinoato e desidromatricaria ester foram isolados das raizes de

Solidago altissima L. (Ichihara et al., 1976).
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1.1.5 Propriedades farmacolégicas

1.1.5.1 Atividade Anti-inflammatoéria

Dentre as atividades descritas para o género Solidago, a acgao
antinflamatéria € a que possui maior numero de evidéncias cientificas
consistentes, pois além de demonstrada em modelos in vivo e em estudos

clinicos, os mecanismos de acao envolvidos também foram investigados.

Ensaios in vivo

Para a Solidago chilensis, Goulart e colaboradores (2007) avaliaram a
acdo anti-inflamatéria de infusos preparados a partir dos rizomas,
inflorescéncias e folhas. Os ensaios, com o infuso liofilizado (IL) e as
respectivas fracdes butandlicas (FR ButOH) e aquosa residual, foram
realizados em modelo de pleurisia induzida por carragenina. A administracao
i.p. de doses (10, 25, 50, 100 e 200 mg/kg) evidenciou que os IL das folhas e
inflorescéncias inibiram a migracdo de leucdcitos e neutrofilos e a exsudacdo
(p<0,05) na inflamacgé&o induzida por carragenina. Os IL das inflorescéncias e
rizomas e fragcfes butandlicas foram os mais ativos e, em dose de 25 mg/kg, as
inibicGes observadas foram comparaveis ao controle positivo (indometacina 5
mg/kg).

Os IL dos rizomas, FR ButOH e a aquosa residual também inibiram a
migracdo de leucocitos, neutrofilos e a liberagdo de mieloperoxidase,
adenosina-desaminase, TNFa (p<0,05), sendo que o IL e Fr ButOH agiram
sobre a exsudacdo e os niveis de Oxido nitrico e interleucina-1 (p<0,05).
Estatisticamente, o infuso dos rizomas, fracdo butandlica e aquosa residual
de mediadores proé-inflamatérios quanto da infiltracdo de leucocitos e
neutrofilos para o sitio da inflamacéo (Goulart et al., 2007).

Posteriomente, devido aos resultados promissores observados com o
extrato dos rizomas, Liz et al.,, (2008) deram continuidade aos estudos
utilizando o modelo de inducdo de inflamacéo por bolsa de ar. O extrato,
fracOes butandlica e aquosa residual bem como a posologia seguiram 0 mesmo

protocolo de Goulart et al., (2007). Os resultados demonstraram novamente
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que extrato aquoso dos rizomas e suas fracfes inibiram significativamente a
migracdo de leucdcitos e de neutréfilos, a exsudacdo, a atividade da
mieloperoxidase e da adenosina desaminase, bem como o0s niveis de 6xido
nitrico, a interleucina-1 beta (IL-1B), quimiocinas (KC) e fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a) (p<0,05). Foram observadas atividades superiores a da
indometacina (5 mg/kg) e dexametasona (0,5 g/kg) nas doses de 100 mg/kg de
extrato aquoso e de 10 mg/kg na fracado butandlica, com inibicdo de todos os
parametros inflamatérios estudados (p<0,01). Ao contrario, a indometacina nao
inibiu os niveis de TNF-a e a dexametasona nao inibiu os niveis de KC (p>
0,05). Desta forma, os resultados evidenciaram que Solidago chilensis tem
acdo anti-inflamatéria com resposta aguda e que a sua atividade esta
relacionada a inibicdo de liberacdo de mediadores pro-inflamatérios e também
a reducéo da infiltracdo de leucécitos (Liz et al., 2008).

Os efeitos anti-inflamatoérios locais e sistémicos do extrato hidroalcodlico
(93 %), obtido por maceracdo das partes aéreas frescas, foram avaliados por
Tamura e colaboradores (2009). As administracfes topicas (12,5-50 mg/kg) e
intraperitoneais (25 ou 50 mg/kg) do extrato em ratos demonstraram reducao (>
25 %) no edema de orelha. Na dose de 25 mg/kg (i.p.) houve a inibicdo da
migracdo de células polimorfonucleares em cerca de 50 %, além da reducgédo da
aderéncia dos leucdcitos circulantes aos capilares em 50 %. A atividade foi
atribuida a presenca de derivados do acido cafeoilquinico e rutina no extrato e
os resultados sugerem que o mecanismo de acao esteja relacionado a inibicdo
da interacao leucocitos-endotélio vascular.

Espécies que constam em compéndios internacionais Sao
recomendadas para uso interno no tratamento de algumas patologias
relacionadas a processos inflamatérios. A ESCOP (2003) recomenda o
emprego de infusdes das partes aéreas de S. virgaurea (Solidaginis virgaurea
herba) (3-4 g/150 mL) em casos de inflamagéo e infecgdo no trato urinario,
littase e como agente diurético. Ja a Comissdo E aceita o uso das formas
comerciais: Solidaginis virgaureae herba e Solidaginis herba na preparacao de
infuso (4 ¢g/150 mL) para o tratamento das mesmas patologias, além de
reconhecer a acao espamolitica.

Ensaios realizados com o extrato hidroalcoolico (46 %) de S. virgaurea,

contendo 0,52 mg/mL de rutina evidenciaram atividades antioxidante e anti-
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inflamatoria em modelos experimentais de reacdes bioquimicas (xantina
oxidase, lipoxigenase, diidrofolato redutase) (Meyer et al.,, 1995). In vivo, o
extrato hidroalcoolico (46 %) foi administrado por via oral (5 ml/kg) nos dias 15
e 21 apo6s a inducdo de inflamacao (artrite em pata de rato). Os resultados
indicaram que houve 40 % da inibicdo no edema em relacdo ao observado
para o controle (p<0,05) (EI-Ghazaly et al., 1992; ESCOP, 2003). Também, em
modelo de edema em pata de rato induzido por carragenina, o extrato etandlico
de S. gigantea apresentou acao anti-inflamatéria semelhante ao diclofenaco em
doses de 3 mg/kg (Leuschner, 1995).

O efeito Al de S. virgaurea tem sido associado a presenca de
flavonoides (Li et al., 2014). O leiocarposideo, fenol bidesmosidico isolado das
inflorescéncias, apresentou atividade anti-inflamatoria e analgésica apos a
administracdo subcutanea em roedores. A reducéo do edema de pata induzido
por carragenina, apos 5 horas, foi de 20 % para a dose de 100 mg/kg e 27 %
para 200 mg/kg (p<0,05), enquanto o padrao positivo fenilbutazona, na dose de
50 mg/kg, reduziu o edema em 54 %. A acdo analgésica, verificada no modelo
placa quente, demonstrou na dose de 200 mg/kg, efeito similar ao da
aminofenazona a 50 mg/kg (Metzner et al., 1984; ESCOP, 2003).

Li e colaboradores (2014) avaliaram a acdo dos compostos 2'-
metoxibenzil-2 e 6-dimetoxibenzoato, sugerindo uma possivel relacdo destes

com a acdo Al, uma vez que ambos inibiram os fatores TNF-a e IL-6 .

Ensaios clinicos

Em estudo clinico realizado com 745 pacientes que apresentavam
irritacdo na bexiga, o tratamento com posologia diaria de 3x380 mg de extrato
seco de S. virgaurea (5:1) demonstrou supressao dos sintomas em taxas de 69
a 85 % apos duas semanas do inicio. A eficacia do extrato seco (5-7:1, etanol
30 %) na posologia diaria de 3x425 mg por 4 semanas, também foi avaliada em
estudo clinico realizado com 1487 pacientes. Os voluntarios foram divididos em
3 subgrupos: portadores de infec¢do urinéria, portadores irritacdo na bexiga e
portadores de calculo renal (32 % também possuia infeccdo urinaria e 11 %
irritacdo na bexiga). Para o grupo com infec¢cdo urinaria (n=555), o extrato
demonstrou atividade somente com o uso simultdneo de antibiético. O grupo

com sintoma de bexiga irritada (n=512) ndao demonstrou melhoras relevantes.
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Entretanto, o grupo portador de célculo renal teve reducdo de 81 a 98 % dos
sintomas (Bauer et al., 2003; ESCOP, 2003).

Ensaio clinico duplo-cego placebo-controlado (n=10), realizado com S.
chilensis, a aplicacéo topica do gel a 5 % de extrato etandlico, 2 vezes ao dia,
durante 15 dias demonstrou reducao significativa da lombalgia e aumento na
flexibilidade do grupo tratado em relacdo ao placebo, o que sugere acéo
analgésica e anti-inflamatoria, além do indicativo de uma possivel permeacgéo

cutanea dos componentes do extrato (Da Silva et al., 2010).

1.1.5.2 Acao gastroprotetora

O extrato aquoso obtido por infusdo das inflorescéncias de S. chilensis
demonstrou acdo gastroprotetora quando as doses de 125, 250, 400, 800,
1200, e 2000 mg/kg foram administradas, por via oral, a camundongos
submetidos ao modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol. Os resultados
evidenciaram atividade gastroprotetora nas doses de 125-2000 mg/kg quando
comparadas ao grupo nao tratado (p <0,05). Os estudos de toxicidade aguda
conduzidos com a dose de 2000 mg/kg néo evidenciaram alteragcbes nos
parametros comportamentais e funcionais da atividade motora (Bucciarelli et
al., 2010).

Schmeda-Hirschmann e colaboradores (2002) avaliaram o efeito
gastroprotetor da solidagenona, diterpeno labdano isolado dos rizomas e
inflorescéncias de S. chilensis (Figura 2). Para tal, os animais foram
randomizados em grupos de oito individuos e privados de 4gua 24 horas antes
do experimento. Cinquenta minutos apds a administracao oral de solidagenona
(50, 100 e 200 mg/kg) ou lansoprazol (20 mg/kg) ou 12% de polissorbato 80
(10 mL/kg), todos os grupos receberam, por via oral, 0,2 ml de solugcéo a 0,3 M
de HCl em Etanol a 60 % (HCI/Etanol) para a inducao da lesdo. Num segundo
momento, com o0 objetivo de avaliar o efeito das modificagbes estruturais, a
solidagenona e derivados semissintéticos foram testados em doses de 100
mg/kg. Desta forma, observou-se efeito gastroprotetor, para a solidagenona e
os derivados 2 e 7, comparavel ao lansoprazol a 20 mg/kg (p<0.05). Concluiu-
se experimentalmente que a presenca do anel furano é necessaria para a

atividade da solidagenona, enquanto a hidroxilacdo de C6 e C3 resulta em
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compostos com atividade diferentes e associadas a estereoquimica. Enquanto
os derivados 2 e 7 apresentaram atividades superiores a solidagenona, seus

epimeros foram inativos.

2 o OH
3 BOH

R
5 a OH

6 o OAc
7B OH
Estrutura quimica da solidagenona (1) e derivados semissintéticos (2-7) -

Schmeda-Hirschmann e colaboradores (2002).

Rodriguez e colaboradores (2002) investigaram o mecanismo de acao
gastroprotetor da solidagenona testando-a em doses de 50, 100 e 200 mg/kg
nos modelos de inducao de lesao por ligadura de piloro e por administragcéo de
acido acetilsalicilico e etanol. Em experimento agudo, a dose de 50 mg/kg de
solidagenona apresentou atividade comparavel a ranitidina (50 mg/kg) no
modelo de ligadura de piloro. J& no segundo modelo, as doses de 100 e 200
mg/kg foram comparaveis a atividade da ranitidina a 50 mg/kg. A lesao
causada por etanol é mais ampla do que a induzida por ligadura de piloro, uma
vez que envolve mecanismos de destruicdo de defesas, geracdo de radicais
livres, dissolugdo do muco protetor e necrose celular, enquanto a segunda

ocasiona acumulo de suco géstrico.
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1.1.5.3 Acdao diurética

A atividade diurética observada quando administrado o infuso preparado
com as partes aéreas de S. virgaurea (0,3% flavonoides), nas doses de 10
mL/kg em modelo in vivo foi atribuida ao aumento da excrecdo de sodio,
potassio e cloro (p<0,01), (Leuschner, 1995 e ESCOP, 2003). Entretanto, o
efeito da tintura preparada com partes aéreas frescas de S. virgaurea (65%
EtOH) parece nado implicar na perda de eletrélitos. Em estudo duplo-cego
realizado com 22 voluntarios saudaveis, a administracao oral de 100 gotas da
tintura em dose Unica provocou acréscimo de 30% no volume de urina do
grupo tratado em relagéo ao grupo placebo (Bauer et al., 2003; ESCOP, 2003).
O extrato obtido por maceracdo com etanol 30% inibiu os receptores
muscarinicos relacionados a contracdo muscular na bexiga de ratos (Borchert,
2004).

O leiocarposideo, produto isolado, nas doses de 25 mg/kg por via i.p,
apresentou 20% da atividade diurética observada para a furosemida 6 mg/kg,
porém sem provocar a perda de eletrélitos. Além disso, o composto impediu a
progresséao da litiase quando implantados calculos na bexiga de ratos (Chodera
et al, 1988; ESCOP, 2003).

1.1.5.4 Acao hepatoprotetora e antioxidante

O extrato etandlico das folhas de S. chilensis (1:20) apresentou potente
acdo antioxidante em ensaio de inibicAo de espécies reativas ao &cido
tiobarbitlrico (TBARS) e de captura de radicais - 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH) (IC 50: 3,8 + 0,5 pug/ml); radical hidroxila (IC50: 32,3 + 1,3 pug/ml) e
deoxirribose (IC50: 39,1 = 2,4 ug/ml). Além disso, foi verificada acéo
hepatoprotetora dose-dependente (100 e 200 mg/kg) desse extrato em
camundongos com dano hepéatico induzido por paracetamol (250 mg/kg) (Sabir
et al., 2012).
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1.1.5.5 Outros efeitos

Efeito hipotensor

Efeito hipotensor e sedativo foi observado na administracdo i.v. de
extrato aquoso das partes aéreas de S. virgaurea nas doses de 180 e 360
mg/kg em ratos. A mesma atividade foi observada em cachorros, nas doses de
150 mg/kg de extrato de folhas com preparacdo ou qualificacdo especificados
(Racz-Kaotilla et al., 1978; ESCOP, 2003).

Efeito espasmolitico

Experimentos in vitro demonstraram atividade do extrato hidroetandlico
(60 %) de S. virgaurea na inibicdo de espasmos induzidos por acetilcolina em
fragmentos teciduais isolados de ileo de suino e de bexiga de ratos (Bauer, et
al., 2003).

Diabetes

A contribuicdo do extrato hidroalcoolico na manutencdo da homeostase
glicémica foi avaliada em camundongos portadores de obesidade induzida por
dieta rica em lipidios. Distribuidos aleatoriamente em trés grupos: grupo
controle alimentado com racdo padréo de laboratorio; grupo tratado com dieta
rica em gordura; grupo alimentado com uma dieta rica em gordura (45 % kcal
de gordura) e submetidos a tratamento com extrato, por via intraperitoneal, na
dose de 3 mg/kg), os animais foram tratados por oito semanas. Posteriormente,
a expressdao e fosforilagdo de proteinas relacionadas a mecanismos resisténcia
a insulina e presentes no figado, hipotdlamo e musculo esquelético foram
avaliadas por método Western blot. A massa corporal, massa gorda e teor de
triacilglicerideos foram menores no grupo tratado com o extrato. Esse grupo
também apresentou maior fosforilagdo da AKT, que € estimulada pela insulina
e menor expressdo de fosfoenolpiruvato carboxiquinase e de acido graxo
sintetase. Esses efeitos observados em conjunto indicaram reducdo na
liberacdo de mediadores pro-inflamatérios no figado e hipotdlamo podendo ter
efeito positivo sobre a fisiopatologia da obesidade associada a insulino-

dependéncia (Melo et al. 2011).
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Anticancer

Foi relatada acao antitumoral para as saponinas triterpénicas presentes
nos rizomas de S. virgaurea (Plohmann et al., 1997; ESCOP, 2003). Os
diterpenos, acidos 6B-angeloiloxicolavénico, 6B- tigloiloxicolavenico, presentes
nas inflorescéncias de S. canadensis também apresentaram citotoxicidade em
linhagens de células tumorais (mama, cérvix, leucemia, célon e hepatoma) (Wu
et al. 2008).

1.1.5.6 Toxicidade

Os estudos de toxicidade aguda conduzidos, por via oral, com a dose de
2000 mg/kg de extrato aquoso de S. chilensis ndo evidenciaram alteragdes nos
parametros comportamentais e funcionais da atividade motora de
camundongos (Bucciarelli et al., 2010). As espécies comercializadas na Europa
sdo consideradas seguras, porém é desaconselhado 0 uso concomitante com
litio, pois o efeito diurético da espécie pode causar desidratacdo, com
consequente aumento da concentracdo plasmatica do medicamento e

toxicidade associada (Blumenthal, 2000).

1.1.5.7 Conclusodes

Nesta revisdo foram documentados usos tradicionais relatados para as
espécies do género Solidago, bem como trabalhos na area da fitoquimica,
farmacologia e toxicologia. Tradicionalmente, diversas espécies tém sido
utilizadas no tratamento de doencas inflamatorias, cistites, reumatismos e
asma. Alguns destes usos tradicionais tém sido validados por estudos
farmacoldgicos e fitoquimicos. Também, extratos e compostos isolados
demonstraram diversas atividades como antinflamatéria, gastroprotetora e
hepatoprotetora associadas a aparente auséncia de toxicidade.

Embora seja percebido aumento do interesse no género, que pode ser
expresso pelo acréscimo de trabalhos recentes, observa-se que estudos sobre
a fitoquimica, farmacologia e toxicologia de Solidago ainda expfem muitas

areas onde o conhecimento atual necessita complementacao.
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Assim, investigacOes detalhadas sobre os componentes que possuem
potencial toxico, como as saponinas, por exemplo, merecem atencdo. Além
disso, observa-se que a fitoquimica € mais explorada do que a farmacologia in
vivo e estes estudos jA& deram evidencias de que a composi¢cdo quimica
intragenero, apesar da aparente presenca dos mesmos grupos quimicos,
possui variabilidade. Isso implicaria em maior atencdo na farmacologia das
espécies que sao utilizadas como intercambiaveis, como é a caso da S.
virgaurea, S. canadensis, S. gigantea e hibridos.

Observados em conjunto, os estudos sobre o género Solidago
evidenciaram potencial terapéutico, pois a eficacia de alguns extratos e
compostos isolados foi demonstrada in vivo. Esses estudos norteiam
perspectivas de evolugdo as etapas complementares sejam estes trabalhos
qguimicos mais definidos nos extratos testados, farmacologia clinica ou estudos
tecnologicos e toxicolégicos. Neste contexto, considera-se que existe,
primeiramente, a necessidade de estudos focando atividades realizadas com
extratos padronizados para posteriomente evoluir nas etapas necessarias até o

emprego com seguranca em terapéutica.
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CAPITULO 2

Caracterizacao fisico-quimica e quimica das inflorescéncias de S. chilensis







2.1 Introducéao

Solidago chilensis é uma espécie de amplo uso na medicina tradicional e
integra a RENISUS (Relacdo de Nacional de Plantas de Interesse ao Sistema
Unico de Salde). Alguns dos usos populares, como a utilizagdo em
substituicdo a Arnica montana devido a acdo anti-inflamatoria, por exemplo,
possuem comprovacdo cientifica (Goulart et al.,, 2007). Entretanto, as
evidéncias terapéuticas descritas no Capitulo 1 e o interesse econdmico-
governamental de insercdo desta espécie em politicas publicas de saude,
requerem estudos mais aprofundados para a comprovacao de eficicia clinica e
seguranca de utilizagao.

No escopo da qualidade de plantas medicinais e derivados, tem-se a
relacdo direta da qualificacdo fisico-quimica e quimica com a constancia da
efichAcia e a seguranca desses produtos. Portanto, € primordial que haja
preocupacao por parte dos fabricantes e fornecedores, ndo s6 com relagédo a
responsabilidade com os pacientes, mas também com a garantia da
conformidade com os requisitos legais do setor (Ruparel & Lockwood, 2011).

Ao contrario dos produtos quimicamente definidos, os constituintes
responsaveis pela eficacia terapéutica de plantas medicinais e de seus
derivados podem ndo ser totalmente conhecidos ou, ainda, ter a atividade
relacionada ao conjunto de substancias presentes, o fitocomplexo.
Considerando-se que os diferentes grupos de metabdlitos secundéarios podem
ter a biossintese influenciada por caracteristicas genéticas e fatores edafo-
climaticos, é dificil de ser observada a constancia de concentracbes dessas
substancias ativas nas matérias-primas vegetais (Gobbo-Neto et al., 2007;
Klein et al., 2009). Desta forma, a selecdo dos marcadores fitoquimicos,
adequados para fins de controle de qualidade € etapa imprescindivel para
produtos a base de plantas (Reif et al, 2004;. Helliwell, 2006; Veit & Wissel,
2007).

Algumas espécies do género que ocorrem naturalmente na Europa e
América do Norte possuem monografias analiticas (Solidaginis virgaurea e
Solidaginis herba) inseridas em diversas Farmacopeias de paises europeus.

Basicamente, para ambas, sao preconizados os testes de identificagao
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botanica, matérias estranhas, perfil cromatografico por CCD e determinacdo de
flavonoides totais por espectrofotometria.

Considerando-se que a espécie S. chilensis € a equivalente sul-
americana das citadas anteriormente (Russo et al.,, 2008), neste capitulo,
inicialmente, foram realizados ensaios farmacopeicos com a finalidade de
comparar as caracteristicas da espécie brasileira com as comercializadas na
Europa de maneira a verificar se ha equivaléncia quimica intragénero.
Adicionalmente, fram reaizadas a caracterizacdo quimica por UPLC-MS, o
estabelecimento de perfil quimico por UPLC-PDA e a otimizacédo de condi¢cdes
de hidrélise, bem como a validacdo de método analitico de quantificacdo de
flavonoides totais por CLAE-PDA. Ainda nas avaliagbes quimicas do material
vegetal, os metabdlitos volateis foram quantificados e foram realizados ensaios
de atividade bioldgica in vitro. Os resultados deste capitulo foram agrupados

em sub-capitulos a fim de facilitar a compreenséo textual.

2.2 Caracterizacao fisico-quimica e quimica

2.2.1 Materiais e métodos

2.2.1.1 Material vegetal

As inflorescéncias de Solidago chilensis Meyer foram coletadas em
Guaporé, RS (04/2011 e 03/2012); Pinhal, RS (03/2011) e Eldorado, RS
(03/2011). O material vegetal foi seco a temperatura de 30 °C e protegido da
luz. A identificacdo botanica foi realizada pelo Dr. Sérgio Bordignon e a
exsicata depositada no Herbario da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(nimero 176766). Amostras comerciais de Solidaginis herba foram adquiridas

no comércio de Portugal e Alemanha.
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2.2.1.2 Perda por dessecacao

A porcentagem de agua em relacdo a droga seca foi determinada por
meétodo gravimétrico (Farmacopeia Brasileira, 2010). Para tal, cerca de 1 g de

amostra foi dessecado em estufa a 100-105 °C até peso constante.

2.2.1.3 Determinagéao de cinzas totais

O total de cinzas fisiologicas e cinzas nao fisioldgicas foi determinado de
acordo com a Farmacopeia Britanica (2011). Em cadinhos previamente
calcinados e tarados, foram pesados cerca de 2 g da amostra pulverizada
(0,355 mm). O material foi distribuido uniformemente no cadinho e incinerado
com aumento gradativo de temperatura (30 min a 200 °C, 60 min a 400 °C e 90
min a 600 °C) até, no maximo, 600 * 25 °C, para eliminacdo de todo o carvao.
A porcentagem de cinzas foi calculada em relacdo ao peso inicial da droga.

2.2.1.4 Anédlise granulométrica

As inflorescéncias foram cominuidas em moinho de facas e,
posteriormente, procedeu-se a analise granulométrica em tamisador Restch
Retac 3D® utilizando-se malhas com aberturas de 710, 355, 250, 180, 125 pum,
em intensidade vibracional estabelecida em 55 unidades de escala. Cerca de
20 g de amostra foram submetidas a agitacdo durante 10 min.

O material recolhido em cada tamis foi pesado e a porcentagem
calculada em relacdo a quantidade adicionada inicialmente (WHO, 1998; FB 5,
2010). O experimento foi realizado em duplicata. Para cada faixa
granulométrica de po, determinaram-se o teor de substancias extraiveis por
alcool e, posteriormente, o teor de flavonoides totais neste residuo. O resultado

foi expresso em mg% de quercetina em relacao ao extrato seco.

2.2.1.5 Determinacao de substancias extraiveis por alcool

Cerca de 1,0 g de cada fracdo granulométrica da droga vegetal moida
(<125; 125-180; 180-250; -250-355; 355-710 um) foi submetida & maceracdo
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com etanol 95% durante 6 h sob agitacdo e, subsequentemente, por mais 18 h
em maceracgao estatica. Apos filtracdo em papel filtro e eliminagdo do solvente
sob presséao reduzida, o residuo foi dessecado em estufa a 105 °C durante 6 h.
A porcentagem de substancias extraidas foi calculada e expressa em mg/g de

material vegetal seco. O experimento foi realizado em triplicata.

2.2.1.6 Determinacédo da relacdo entre teor de substancias extraiveis por

alcool e o contelido de flavonoides totais

No intuito de observar a relacdo entre os teores de extraiveis e de
flavonoides existentes nesses extratos, procedeu-se a determinagdo dos
flavonoides totais presentes nos extratos obtidos de acordo com o
procedimento descrito. Desta forma, a hidrélise acida dos heterosideos e
quantificacdo da aglicona por CLAE foi realizada de acordo com o método
otimizado e validado neste trabalho, descrito no item 3.4.

Em suma, os extratos foram retomados em metanol 70% 0,3 M de &cido
cloridrico e, em seguida, submetidos a reacao hidrolise durante 21 min, sob
refluxo e aquecimento em banho-maria a 90 °C. A aglicona foi quantificada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e os resultados foram expressos em mg

de quercetina/g de substancias extraiveis por alcool.

2.2.2 Resultados e discussao

O ensaio de perda por dessecacdo demonstrou que as inflorescéncias
de S. chilensis, ap6s procedimento de secagem, possuem o teor médio (
desvio padréao) de 9,77% (x 0,39) de matéria volatil. As amostras comerciais de
Solidaginis herba provenientes da Alemanha e Portugual apresentaram valores
de 9 e 8%, respectivamente. Esses valores podem ser indicativos de que as
condicbes de secagem e armazenamento foram adequadas, visto que para a
Farmacopeia Britanica (2011) recomenda valor maximo de 10% de matéria
volatil para espécies do género. Além disso, infere-se que a droga € pouco
higroscopica e estad protegida da umidade na embalagem plastica de

acondicionamento.
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O teor médio de cinzas totais (+ desvio padrdo) determinado para S.
chilensis foi de 6,57 + 0,12%, enquanto que as amostras de Solidaginis herba
apresentaram valores de 3 (alemd) e 4,3% (portuguesa). Considerando-se que
a Farmacopeia Britanica (2011) preconiza valores maximos de 7% para cinzas
totais em espécies do género, a S. chilensis, apesar de apresentar residuo nao
incinerado médio consideravelmente superior as espécies europeias, atende o
limite oficial da referida Farmacopeia. Desta forma, em relacdo as
caracteristicas fisico-quimicas descritas na literatura para espécies do género e
a amostra de S. chilensis, pode-se inferir que ndo ha evidéncias que permitam
diferenciac@o entre as espécies.

As caracteristicas dos poés, obtidos pela moagem da droga vegetal,
foram avaliadas pela distribuicdo granulométrica quando submetidos a forca
mecanica em tamises com aberturas de 125 , 355, 180, e 710 um. A
distribuicdo granulométrica (Tabela 2.1) mostrou-se bastante heterogénea,
tendo fragdes retidas em todas as malhas. A maior quantidade (38,37 = 0,5%)
de po6 passou pelo tamis de 125 um, o que caracteriza o produto como um poé
finissimo de acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010).

Devido a importancia da escolha da faixa granulométrica adequada para
o controle de matérias-primas vegetais, especialmente para 0s ensaios de
qguantificacdo, foi avaliada a influéncia do tamanho de particula no contetdo de
extraiveis por alcool e a relacdo deste com o teor de flavonoides totais.

Na Tabela 2.1 pode ser observado que teores de substancias extraiveis
por alcool sdo menores para os pos com particulas maiores de 710 um (9,6
mg/g) e intermediarias a 710-355 um (15,46 mg/g). Os maiores teores de
extraiveis foram observados para os p6s com tamanho inferior a 125 um (38,37
mg/g) e os intermediarios a 125-180 um (30,05 mg/g). Se o teor de extraiveis
fosse adotado como parametro analitico ou tecnolégico, o p6 com tamanho
inferior a 125 yum seria 0 mais adequado. Entretanto, neste trabalho buscou-se
padronizar tanto os processos analiticos, quanto os tecnologicos em fun¢éo do
maior teor substancias ativas.

Reconhecidamente as drogas vegetais do género sdo caracterizadas
pela presenca de flavonoides e estes tém sido associados com diversas
atividades farmacoldgicas, especialmente as relacionadas com processos
inflamatoérios e usos populares (Gourlart et al., 2007; Russo et al., 2008;
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Tamura et al., 2009; Sabir et al., 2012). Desta forma, o teor flavonoides totais
(FT) contidos nos residuos foi determinante na selecéo do tamis.

Os valores desta determinacédo estado representados na Tabela 2.1. O
maior contetudo de FT (mg/g de residuo extraivel por alcool) foi observado na
faixa de 250-180 um (401,25 + 1,11 mg/g), seguido do p6 >125 ym (321,9+ 1,5
mg/g). Esses dados indicam para a determinacao de FT, que o po retido entre
os tamises 250-180 um apresentou caracteristicas mais adequados para a
extracdo e determinacdo dos metabdlitos deste grupo. Correlacionando os
valores de extraiveis com o de FT, observa-se que ndo ha relacéo proporcional
direta, porém as maiores propor¢cdes sao encontradas quando utilizados
tamises de menor abertura de malha, considerando em conjunto as variaveis:
guantidade de material moido, teor de extrativos e teor de FT. A pertinéncia do
uso desta malha deve ser avaliada quanto aos aspectos relacionados ao

desenvolvimento farmacotécnico.

Tabela 2.1: Dados da distribuicdo granulométrica ponderal do pé e dos conteudos de

extraiveis por alcool e flavonoides totais (FT) correspondentes.

Faixa Fracdo tamisada (%) | Teor de extraiveis | Teor de FT (mg/g)
granulométrica (um) por alcool (mg/q)

>710 5,37 9,60 £ 0,5 55,9+ 0,6
710-355 13,9 15,46 £ 0,3 142,75 £ 0,15
355-250 19,96 21,40+ 0,7 204,6 + 3,84
250-180 15,5 2359+1 401,25+ 1,11
180-125 14,5 30,05+1,2 218,1+4,11

<125 28,24 38,37+ 0,5 321,9+15

2.3 Caracterizacdo quimica qualitativa S. chilensis

2.3.1 Materiais e métodos

2.3.1.1 Material vegetal

As inflorescéncias de Solidago chilensis Meyer foram coletadas em

diversos locais e adquiridas no comércio (Quadro 2.1). O material vegetal
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coletado foi seco a temperatura de 30 °C e protegido da luz. A identificacédo
botanica foi realizada pelo Dr. Sérgio Bordignon e a exsicata depositada no
Herbério da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Quadro 2.1. Listagem das amostras de Solidado chilensis utilizadas para avaliagdo do
perfil quimico.

Amostra Tipo Origem Dce(l;[laeflae Espécie
1 Coleta Guaporé/RS 03/2011 S. chilesis
2 Coleta Pinhal/RS 03/2011 S. chilesis
3 Coleta ltati/RS 03/2011 S. chilesis
4 Coleta Eldorado/RS 03/2012 S. chilesis
5 Coleta Pelotas/RS 04/2012 S. chilesis
6 Coleta Guaporé/RS 04/2012 S. chilesis
11 Coleta Caxias do Sul/RS 04/2012 S. chilesis
7 Comeércio Biotae/Brasil 06/2012 S. chilesis
8 Comércio Portugal 10/2012 Solidaginis herba
9 Comércio Alemanha 10/2012 Solidaginis herba
10 Comeércio Edka 10/2012 S. chilesis
11 Coleta % \s/,iliggm d 03013 S. chilesis
12 Coleta Guaporé/RS 04/2013 S. chilensis
13 Coleta Séo \S/illflggm do 05/2013 S. chilensis
14 Coleta Pelotas/RS 05/2013 S. chilensis
13 Coleta Cotipord/RS 05/2014 S. chilensis
15 Coleta Dois 05/2014 S. chilensis
Lageados/RS
16 Coleta Carlos 05/2014 S. chilensis
Barbosa/RS

17 Coleta Santa Clara/RS 05/2014 S. chilensis
18 Coleta Guaporé/RS 05/2014 S. chilensis
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2.3.1.2 Determinacado do perfil quimico de S. chilensis por cromatografia

em camada delgada

Para o estabelecimento do perfil quimico por cromatografia em camada
delgada, foi desenvolvido sistema cromatografico utilizando-se as solucdes
extrativas obtidas a partir de cerca de 0,4 g (250 um) da droga vegetal e 20 mL
de metanol mantidos sob refluxo por 10 min. ApOs filtracdo para baldo
volumétrico e afericdo do volume até 25,0 mL com metanol, 20,0 uL de amostra
e da solucéo referéncia (1 mg acido clorogénico, 2,5 mg de rutina, 2,5 mg de
quercetrina em 10,0 mL de metanol) foram aplicadas em cromatoplaca de gel
de silica GFzs4nm (Merck). Como sistema eluente utilizou-se acido férmico,
agua, metiletilcetona e acetado de etila (6:6:18:30 v/v/v/v) e reagente natural

0,5 % em etanol para visualizacdo do cromatograma a luz natural.

2.3.1.3 Determinacao do perfil quimico de S. chilensis por UPLC/PDA

Preparacao da solugédo amostra

Com intuito de realizar a comparacao de perfis quimicos de S. chilensis
com as espécies europeias consideradas intercambiaveis entre si, a extracao
do material vegetal foi realizada de acordo com a técnica descrita na
Farmacopeia Britanica (2011) para S. virgaurea, S. canadensis e misturas
comerciais. No entanto, fez-se necessaria realizar adaptacdo na propor¢ao
droga/solvente. Desta forma, cerca de 0,50 g (250 um) da droga vegetal seca
foi submetida a extragdo sob-refluxo, com 20 mL de metanol durante 10 min.
Apés o arrefecimento, as solucdes extrativas foram filtradas em papel filtro para
balbes volumétricos de 25 mL e os volumes ajustados com metanol. Todas as
amostras foram filtradas por membrana 0,22 um, PVDF, Millipore.

Para o desenvolvimento do sistema cromatografico foram testadas
diversas propor¢des dos solventes metanol e acetonitrila como fase organica
(Fase B), além de diferentes concentracdes de acido formico nesta fase. O
sistema gradiente com metanol 0,1 % &cido fOrmico mostrou-se 0 mais
adequado. Desta forma, os parametros cromatograficos estdo descritos nos
Quadros 2.2 e 2.3.
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Quadro 2.2: Parametros cromatograficos empregados para o estabelecimento do perfil
quimico de S. chilensis por UPLC/UV-PDA.

Parametro Descricao

Cromatégrafo Acquity UPLC (Waters)

Detector Acquity PDA/MS (Waters)

Collna Acquity UPLC BEH C18 (50 x 2,1 mm,

Sistema de eluicao
Fase movel

Fluxo
Temperatura
Volume de injecao

Comprimento de onda de deteccgdo

1,7 um (Waters)

Gradiente linear (Tabela 2.3.)

Agua e éacido férmico 0,1 %, viv (A) e
metanol e &cido férmico 0,1 % (B)*

0,13 mL/min

25°C

1L

210 a 400 nm

1 4gua ultrapura (Millig); &cido férmico 96 % grau HPLC (Tedia®); metanol grau

HPLC (Tedia®); fases moveis filtradas por membrana 0,22 um, PVDF,

Millipore) e desgaseada durante 15 minutos em banho de ultrassom.

Quadro 2.3: Sistema gradiente linear utilizado para analise por UPLC empregado para
a analise do perfil guimico da droga vegetal S. chilensis.

Tempo (minutos) A (%) B (%)
0 80 20
1 65 35
1,6 60 40
2,5 59 41
14 58,5 41,5
15 5 95
16 0 100
19,3- 23 80 20

A eluicdo dos compostos foi monitorada empregando o software

Empower (Waters, Milford/USA) e utilizando comprimento de onda de 300 nm.
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2.3.1.4 Caracterizacado quimica dos principais constituintes de S. chilensis
por UPLC/PDA/MS

A identificagdo dos principais constituintes de S. chilensis foi realizada
utilizando-se UPLC/PDA/MS. A amostra foi preparada conforme procedimento
descrito na determinacdo do perfil cromatografico por UPLC/PDA e os
parametros cromatograficos utilizados estao descritos nas Tabelas 2.3 e 2.4.

A identificacdo dos compostos foi realizada em espectrdmetro de
massas do tipo quadrupolo (LC/UV-PDA/ESI-MS?) com aquisicdo de dados em
modo positivo sob variacdo de massa de 1000 a 1500 m/z. As condi¢des gerais
foram: temperatura da fonte de 120 °C; temperatura de dessolvatacédo de 250
°C; voltagem do capilar 3 kV; voltagem do cone de 40 V; voltagem do cone de
extracdo de 2,5 V; fluxo de nitrogénio no cone de extracdo e na dessolvatacéo
de 71 L/h e 350 L/h, respectivamente. Os dados de MS/MS foram obtidos no
modo automatico do equipamento, empregando trés canais de analise para os
ions mais abundantes, com variacdo de 100 a 1500 m/z. O sistema foi
controlado e a andlise dos dados cromatograficos e de massas foi realizada

empregando o software Masslynx v.4.0 (Waters).
2.3.2 Resultados e discussdo - caracterizagdo quimica qualitativa

2.3.2.1 Determinagcdo do perfil quimico por cromatografia em camada
delgada

A analise do perfil quimico por cromatografia em camada delgada (CCD)
€ uma ferramenta simples e confiavel no auxilio da identificacdo/autenticidade
de drogas vegetais. Desta forma, o sistema cromatografico desenvolvido para
S. chilensis contempla parametros e substancias de referéncia descritos para
as principais espécies do género (S. canadensis e S. gigantea; S. virgaurea)
em suas respectivas monografias farmacopeicas.

Nas figuras 2.1 e 2.2 estdo representadas as fotografias das
cromatoplacas contendo o0 extrato metandlico de S. chilensis, amostras
comerciais de Solidaginis herba e substancias quimicas de referéncia SQR

(quercetrina, rutina e acido clorogénico). De acordo com a Farmacopeia
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Britanica (2011), neste mesmo sistema eluente, a espécie S. virgaurea nao
apresenta banda correspondente a SQR quercetrina. Por outro lado, essa
substancia esta presente nas amostras de S. canadensis e S. gigantea e a
deteccdo da mesma diferenciaria a espécie europeia das norte-americanas,
uma vez que a presenca de rutina e do acido clorogénico € comuns as trés
espécies citadas.

Nos cromatogramas representados na figura abaixo, observa-se
equivaléncia quimica entre as amostras de Solidaginis herba e auséncia de, ao
menos, uma banda logo abaixo do padrdo quercetrina na amostra de S.
chilensis quando comparada as amostras comerciais, além da presenca de
rutina nas trés amostras e a auséncia de acido clorogénico em S. chilensis.
Desta forma, é possivel evidenciar as diferencas quimicas entre a espécie

brasileira e as europeias quando analisadas comparativamente por CCD.

Quercetrina

Ac. clorogénico

Rutina

Figura 2.1.: Perfil quimico de S. chilensis (1- Guaporé 2012; 2- Solidaginis herba
(Portugal), 3- Solidaginis herba (Alemanha), 4- padrfes: rutina, quercetrina e &cido
clorogénico, Fig. A- observacdo em 365 nm; Fig. B- revelacdo com reagente natural.

No intuito de avaliar qualitativamente a variabilidade na composicéao
guimica de S.chilensis, foram analisadas diversas amostras coletadas no Rio
Grande do Sul (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Perfil cromatogréfico de diferentes coletas de S. chilensis (1-Guaporé 2012;
2- Guaporé (2011), 3- Pinhal, 4- Itati, 5- Eldorado, 6- Amostra comercial (EDKA®), 7-
Padrdes rutina, quercetrina e acido clorogénico, A - revelacdo com reagente natural, B
- observagdo em 365 nm.

A analise dos cromatogramas permite sugerir que a COMpPOSICao
qualitativa dos compostos fendlicos presentes nas inflorescéncias da planta é
independente do local de coleta. Alem disso, os perfis idénticos observados
para as amostras das coletas realizadas em Guaporé nos anos de 2011 e 2012
(Figura 2.2) também sugerem constancia quimica qualitativa por cromatografia

em camada delgada.

2.3.2.2 Determinacéao do perfil quimico por UPLC-PDA

O estabelecimento do perfil quimico ou impressdo digital por
cromatografia liquida de alta ou ultra eficiéncia € extremamente importante
para o controle de qualidade de plantas medicinais, pois, apos a definigcdo
dessa informacgdo quimica, € possivel verificar a autenticidade e a integridade
do material vegetal bem como estabelecer um perfil cromatografico de
constituintes presentes e padréo farmacoldgico ativo.

No caso de plantas medicinais, que conhecidamente podem produzir
diferentes grupos de metabolitos secundéarios e/ou com diferencas quali e
quantitativas dependendo da sua caracteristica genética, estagio de evolugéo e
dos fatores edafo-climaticos, este parametro torna-se evidentemente
indispensavel. Desta forma, neste trabalho foram analisadas amostras
coletadas em diferentes locais bem como acompanhou-se a variabilidade
quimica no decorrer dos anos 2011, 2012, 2013 e 2014 em amostras coletadas

no mesmo local (Guaporé, RS).
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A analise do perfil por UPLC (espectro de UV; tempo de retencdo dos
constituintes e intensidade de absorcdo) das amostras (Figuras 2.3 a 2.21)
permite a visualizacdo de pequenas variacbes quimicas qualitativas nos
componentes minoritarios e variagcdes quantitativas nos majoritarios.

A presenca de quatro compostos majoritarios manteve-se constante,
independentemente do local e do ano de coleta. Esses compostos sao
representados pelos picos com tempos de retencdo (RT) de 6,03 min (UV
maximo: 217, 241, 328 nm), 6,52 min (UV maximo: 255, 354 nm), 7,4 min (UV
maximo: 217,243, 328 nm), 8,05 min (UV maximo: 255, 349 nm). Entretanto, as
amostras coletadas em Pinhal (Fig. 2.4) e Pelotas (Fig. 2.9) evidenciaram 5
compostos majoritarios, sendo que além dos descritos acima, apresentaram
nos RT de 4,69 min (UV maximo: 215, 334 nm), 6,7 min (UV maximo: 255, 352
nm) mais dois picos. A caracteristica dos espectros de UV com 0s maximos
mencionados acima e representados na Fig. 2.3 e dados de literatura para
espécies do género permitem concluir de que tratam-se de acidos fendlicos

cafeiolquinicos e flavonoides derivados da quercetina.
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Figura 2.3: Cromatograma de S. chilensis - coleta em Guaporé (2011)-
obtido por UPLC-PDA em 300 nm, empregando-se o método de preparo
de amostra e de analise cromatografica descritas no item 2.3.1.3.
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Figura 2.4: Cromatograma de
S. chilensis - coleta em Pinhal
(2011)- obtido por UPLC-PDA
em 300 nm, empregando-se o
método de preparo de amostra
e de analise cromatografica
descritas no item 2.3.1.3.

Figura 2.5: Cromatograma de
S. chilensis - coleta em ltati
(2011)- obtido por UPLC-PDA
em 300 nm, empregando-se o
método de preparo de amostra
e de analise cromatogréafica
descritas no item 2.3.1.3.

Figura 2.6: Cromatograma de
S. chilensis - coleta em
Eldorado (2012)- obtido por
UPLC-PDA em 300 nm,
empregando-se o método de
preparo de amostra e de
analise cromatogréfica
descritas no item 2.3.1.3.
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Figura 2.7: Cromatograma de
S. chilensis - coleta em
Guaporé (2012)- obtido por
UPLC-PDA em 300 nm,
empregando-se o0 método de
preparo de amostra e de
analise cromatogréfica
descritas no item 2.3.3.3.

.

-

LA,

6

89

Figura 2.8: Cromatograma de
S. chilensis - coleta em
Eldorado (2012)- obtido por
UPLC-PDA em 300 nm,
empregando-se o0 método de
preparo de amostra e de
analise cromatografica
descritas no item 2.3.3.3.

Figura 2.9: Cromatograma de
S. chilensis - coleta em Pelotas
(2012)- obtido por UPLC-PDA
em 300 nm, empregando-se o
meétodo de preparo de amostra
e de analise cromatografica
descritas no item 2.3.3.3.
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Figura 2.10: Cromatograma de
S. chilensis - coleta em S&o
Valentim (2012)- obtido por
UPLC-PDA em 300 nm,
empregando-se 0 método de
preparo de amostra e de
analise cromatogréafica
descritas no item 2.3.3.3.

Figura 2.11: Cromatograma
de S. chilensis - coleta em
Caxias do Sul (2012)- obtido
por UPLC-PDA em 300 nm,
empregando-se o0 método de
preparo de amostra e de
analise cromatogréfica
descritas no item 2.3.3.3.
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Figura 2.12: Cromatograma de
S. chilensis - coleta em
Eldorado (2013)- obtido por
UPLC-PDA em 300 nm,
empregando-se 0 método de
preparo de amostra e de
analise cromatogréafica
descritas no item 2.3.3.3.
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Figura 2.13: Cromatograma
de S. chilensis - coleta em
Ibiraquera (2013)- obtido por
UPLC-PDA em 300 nm,
empregando-se o método de
preparo de amostra e de
analise cromatogréfica
descritas no item 2.3.3.3.

Figura 2.14: Cromatograma
de S. chilensis - coleta em
Guaporé (2013)- obtido por
UPLC-PDA em 300 nm,
empregando-se o método de
preparo de amostra e de
andlise cromatografica
descritas no item 2.3.3.3.
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Figura 2.15: Cromatograma de S. chilensis - coleta em Bento Gongalves
(2014)- obtido por UPLC-PDA em 300 nm, empregando-se o método de
preparo de amostra e de analise cromatogréfica descritas no item 2.3.3.3.
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Figura 2.16: Cromatograma de S. chilensis - coleta em Carlos Barbosa
(2014)- obtido por UPLC-PDA em 300 nm, empregando-se o método de
preparo de amostra e de analise cromatografica descritas no item
2.3.3.3.
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Figura 2.17: Cromatograma de S. chilensis - coleta em Cotipora
(2014)- obtido por UPLC-PDA em 300 nm, empregando-se o método
de preparo de amostra e de andlise cromatogréafica descritas no item
2.3.3.3.
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Figura 3.18: Cromatograma de S. chilensis - coleta em S&o Valentim
(2014)- obtido por UPLC-PDA em 300 nm, empregando-se o método
de preparo de amostra e de analise cromatogréafica descritas no item
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Figura 3.19: Cromatograma de S. chilensis - coleta em Dois Lageados
(2014)- obtido por UPLC-PDA em 300 nm, empregando-se o método de
preparo de amostra e de analise cromatogréafica descritas no item
2.3.3.3.
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Figura 2.20: Cromatograma de S. chilensis - coleta em Guaporé (2014)-
obtido por UPLC-PDA em 300 nm, empregando-se o método de preparo
de amostra e de andlise cromatografica descritas no item 2.3.3.3.
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Figura 2.21: Cromatograma de S. chilensis - coleta em Santa Clara
(2014)- obtido por UPLC-PDA em 300 nm, empregando-se o método de
preparo de amostra e de analise cromatogréfica descritas no item 2.3.3.3.
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perfil quimico distinto entre si. A amostra adquirida da Edka (Fig. 2.24)
apresentou o mesmo padrdo quimico das amostras provenientes de coleta.
Esse material foi recebido na forma integra, o que permitiu a visualizagdo de
caracteristicas botanicas de identificacéo da espécie. Ja a amostra proveniente
da Biotae (Fig. 2.23), apresentou maior complexidade quimica. Como a
amostra foi recebida em p6 e ndo ha caracterizacdo boténica oficial descrita, a

conclusdo desse dado cromatografico torna-se mais dificil, uma vez que a
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Figura 2.22 Cromatograma de S. chilensis - coleta em Unido da Serra
(2014)- obtido por UPLC-PDA em 300 nm, empregando-se o método de
preparo de amostra e de andlise cromatografica descritas no item 2.3.3.3.

empresa paulista ndo informou o local de cultivo.
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As duas amostras comerciais analisadas neste trabalho apresentaram
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Figura 2.23: Cromatograma
de S. chilensis - Biotae (2012)-
obtido por UPLC-PDA em 300
nm, empregando-se 0 método
de preparo de amostra e de
analise cromatogréafica
descritas no item 2.3.3.3.
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Figura 2.24: Cromatograma
de S. chilensis - Edka (2012)-
obtido por UPLC-PDA em 300
nm, empregando-se o metodo
de preparo de amostra e de
analise cromatogréfica
descritas no item 2.3.3.3.

A amostra de Solidaginis herba proveniente da Alemanha apresenta

perfil quimico mais complexo (Fig. 2.25). Entretanto, a analise dos espectros de

ultravioleta permite concluir que, com exce¢ao dos picos eluidos em 4,69 e

8,62 minutos, tratam-se de compostos derivados dos mesmos nucleos dos

presentes em S. chilensis.
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2.3.2.3 Identificagdo dos principais constituintes de S. chilensis por
UPLC-PDA-MS

A andlise qualitativa de diferentes amostras demonstrou que o perfil
quimico da espécie ndo apresenta variabilidades de grande relevancia. Desta
forma, procedeu-se a identificacdo dos principais componentes por UPLC-PDA-
MS com a amostra coletada em Guaporé. O preparo e as condi¢cdes
cromatograficas foram idénticos aos utilizados para avaliagdo do pefrfil
cromatografico.

A avaliacdo do padrdo de fragmentacdo, espectros de ultravioleta,
determinacdo de massa exata e a comparacdo com dados da literatura
permitiram a identificagdo dos 4 principais componentes presentes na solucao

extrativa analisada.

Composto 1 - (Tempo de retencéo: 4,73 min; UV Anax 218, 240, 327; [M+Na]"
539) m/z: 517,499, 357, 191, 163 [cafeoil]” - Estes dados comparados com 0s
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descritos por Aboy e colaboradores (2012) e dos Santos e colaboradores

(2004) permitem inferir que trata-se do acido 3,4-O-dicafeoilquinico.

Composto 2 - (Tempo de retencéo: 5,63 min; UV Anax 255, 354; [M+H]" 610)
m/z: 633, 611, 487, 465, 333, 304, 303, 219, 170. Esses dados estdo de acordo
com o descrito por Obied e colaboradores (2007) para o composto rutina.

Composto 3 - (Tempo de retencdo: 4,73 min; UV Anax 218, 240, 327; [M+Na]"
539), Fragmentagdo: m/z: 373, 499, 191, 179, 163 [cafeoil]”. O pico m/z 517
carateriza um &cido dicafeiolquinico que somado ao padréo de fragmentacéo
descrito por Aboy e colaboradores (2012) e dos Santos e colaboradores (2004)
torna possivel inferir que se trata do composto &cido 4,5-O-dicafeoilquinico.

Composto 4 - Tempo de retengdo: 7,445 min; UV Anax 255, 350; [M+Na]"
471,097 Da (erro 1,2 ppm).

O espectro de UV apresenta a segunda banda em 250 a 260 nm, o que
caracteriza uma substituicdo em 3-OH (Tibertil et al.,, 2007). O padrdo de
fragmentacdo MS/MS do ion molecular com m/z: 449 e 301, somado aos dados
de massa exata (massa calculada: 4720982 Da e massa experimental:
472,0976 Da- erro 1,27 ppm) permitem inferir que trata-se do composto
quercetrina (quercetin-3-O-ramnosideo).

A presenca de rutina e do acido 4,5-O-dicafeoilquinico no extrato
etandlico obtido das folhas de S. chilensis foi descrita por Tamura e
colaboradores (2009), entretanto, a presenca desses compostos nas
inflorescéncias ndo é descrita na literatura. Bradette-Hébert e colaboradores
(2008) identificaram o acido 4,5-O-dicafeoilquinico nas inflorescéncias de S.
canadensis. A identificacdo de rutina, quercetrina e &cido 3,4-O-
dicafeoilquinico nas inflorescéncias de S. chilensis n&o havia sido
anteriormente relatada.

Os testes realizados neste trabalho contribuem para o desenvolvimento
de métodos e a selecdo de pardmetros para caracterizacdo e controle de S.
chilensis. Entretanto, o estabelecimento dos limites minimos para os ensaios
fisico-quimicos requer maior nimero de amostras com diferentes pontos de

coleta. Pela primera vez foram identificados os flavonoides rutina e quercetrina
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bem como o &cidos 3,4 e 4,5-O-dicafeoilquinico nas inflorescéncias S.
chilensis, dados importantes para a caracterizacdo quimica desta droga

vegetal.

2.4 Caracterizacdo quimica quantitativa de S. chilensis por CLAE-PDA

2.4.1 Materiais e métodos

2.4.1.1 Desenvolvimento e validacdo de método analitico pra

guantificacao de flavonoides totais

Preparacdo da amostra

Amostras de cerca de 0,1 g de droga vegetal moida (250 um) foram
submetidas a refluxo com 20 mL de metanol 70% e diferentes concentracdes
molares de acido cloridrico, durante periodos de 10, 20 ou 30 minutos. A
solucdo extrativa resultante foi filtrada, utilizando algoddo. O residuo
juntamente com o algodao utilizado na filtracdo foram novamente submetidos a
extragcdo com 10 mL de metanol a 70 % (procedimento repetido duas vezes).
Os trés filtrados foram combinados e o metanol removido em evaporador
rotatério sob presséo reduzida. ApGs, as agliconas foram extraidas por particao
com acetato de etila (1 aliquota de 20 mL, seguida de duas repeticdes com 15
mL cada). As fracBes organicas combinadas foram lavadas com duas aliquotas
de 50 mL de agua e posteriormente filtradas sobre sulfato de sédio anidro. O
extrato foi seco em evaporador sob pressdo reduzida e o residuo
ressuspendido em 10 mL de metanol. Todos os experimentos foram realizados
em duplicata.

As amostras foram diluidas em metanol 70% sempre que necessario
para adequacao a faixa de linearidade. As amostras foram filtradas através de
membrana (PVDF, 0,45 um) e 5 uL foram injetados em triplicata. Os teores
foram calculados pela média das determinagces, em gramas de quercetina por
100 gramas da amostra (g/%), considerando o teor de 4gua da amostra. Para a
validacdo do método por CLAE, utilizou-se amostra obtida pela hidrdlise em 30

min, com concentracdo de 0,3 M de acido cloridrico.
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Condicdes cromatogréficas

As analises foram realizadas em aparelho de cromatografia a liquido Waters
Alliance 2695, acoplado a detector de arranjo de diodos UV/VIS (Modelo 2487,
Waters) e sistema de gerenciamento e aquisicao de dados Empower Software
(Waters). Foi utilizada coluna Cig (250 x 4,6 mm, 5 pm, Phenomenex®),
protegida por pré-coluna Bondapak Cig, (8 x 1 mm, 37-55 pm, Waters). Os
parametros cromatograficos utilizados foram a temperatura 22 °C = 2 °C;
sensibilidade de deteccdo de 0,05 AUFS; volume de injecdo de 5 pL; fase
movel constituida por agua: acido formico 0,08 % v/v (Fase A) e metanol: acido
férmico 0,08 % v/v (Fase B); fluxo de 0,9 mL/min; gradiente em modo linear (0-
10 min - 30 a 47 % de Fase B; 10-20 min 47 %-100 %; 20-28 min - 30 % de
Fase B; 28-38 min 47 % de Fase B); deteccdo em comprimento de onda de
371 nm.

Seletividade e especificidade

A seletividade foi determinada por fatiamento do pico de interesse e
observacéo do espectro de ultravioleta em 371 nm. Considera-se que ndo ha
coeluicdo quando observados maximos de absorcdo com diferencas inferiores
a £ 2 nm. A especificidade foi avaliada pela resposta cromatogréafica obtida
pelos resultados da andlise da amostra antes e apds a adi¢cdo de substancia
quimica de referéncia (SQR) quercetina. Os parametros observados foram
sobreposicao dos picos, deslocamento no tempo de retencdo e surgimento de

picos adicionais quando adicionada a substancia de referéncia.

Preparacédo das curvas analiticas padréo

A determinacdo da faixa de linearidade do método foi realizada pela
construgcdo de curvas preparadas de forma independente em duplicata. Os
cinco pontos foram preparados dentro dos intervalos de 80 a 120 % da
concentracdo meédia, representando a faixa de 480 a 720 pg/ml do padréo
quercetina diluido em metanol 80 %. Cada ponto foi injetado em triplicata. As
curvas de concentracdo em funcdo da area foram plotadas e os dados
analisados por regressdo linear. Os resultados foram avaliados
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estatisticamente através do teste de regressao linear com o auxilio do Microsoft
Excel® (2007).

Limite de deteccéo (LD) e quantificacéo (LQ)
Foram utilizados os dados de regressdo da curva analitica média de
quercetina para efetuar os calculos, de acordo com as equacdes abaixo e

conforme preconizadas pela ICH (2005) e Anvisa (2003).

ouft)  en]

Onde o S = desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y e | = inclinacdo da

curva.

Precisdo (precisao intermediéria e repetibilidade)
A repetibilidade foi dada por 6 determinacdes, feitas no mesmo dia e
pelo mesmo analista. A preciséo intermediaria foi dada pela concordancia dos

resultados obtidos em trés dias consecutivos por dois analistas diferentes.

Recuperacéo
A recuperacéo foi avaliada em trés niveis de concentracdo (80, 100 e
120 %), sendo observada a faixa de linearidade do método. Cada amostra e os

brancos foram injetados em triplicata.

Robustez

A robustez do método foi avaliada pela concordancia entre os resultados
obtidos com variacdo dos seguintes parametros: colunas de diferentes lotes;

fluxo; proporcéo de solventes e quantidade de &cido.
2.4.1.2 Desenho experimental e anélise fatorial superficie de resposta

A influéncia das varidveis concentragcdo molar de HCI e tempo de reacéo
na determinacao de flavonoides totais foram avaliadas por desenho fatorial 32
usando o software 15.0 Minitab (Minitab Inc.). Os valores das variaveis estao

descritos na Tabela 2.2.
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2.4.1.3 Analise estatistica

O tratamento estatistico dos dados para a obtencdo da curva analitica
envolveu a determinacdo da equacdo da reta por regressdo linear e do
coeficiente de correlagdo utilizando software Excel (Microsoft). Analise de
variancia (ANOVA) e teste-T foram utilizados nos experimentos de otimizag&o
por software Minitab (Minitab Inc.) 15.0.

2.4.1.4 Teor de flavonoides totais por espectrofotometria

O contetdo de flavonoides totais, expressos em hiperosideo, foi
determinado de acordo com método descrito na Farmacopeia Britanica (2009)
para Solidaginis herba. Para tal, em baldo de 100,0 mL, foram mantidos sob
refluxo por 30 min, 0,2 g da amostra (250), 1 mL de hexametilenotetramina (5
g/L), 2,0 mL de &cido cloridrico e 20,0 mL de acetona. Apos filtragcdo, a
extracdo foi repetida mais duas vezes com aliquotas de 20,0 mL de acetona
durante 10 min. As solucbes extrativas foram entdo reunidas e o volume
completado a 100,0 mL com o mesmo solvente. Exatamente 20,0 mL desta
solucéao foram transferidos para funil de separagcéao e adicionados 20,0 mL de
agua. Entao foi realizada a particdo com acetato de etila (1x15 mL e 2x10 mL).
A fracdo organica foi lavada com 50,0 mL de agua, filtrada sobre sulfato de
sédio anidro e o volume completado a 50,0 mL. Apdés 30 min de reacdo entre
aliquota de 10,0 mL da solucéo extrativa, 1,0 mL de cloreto de aluminio 5% e
solucdo de acido acético glacial 5 % em metanol g.s.p. 25,0 mL, foi realizada

leitura em espectrofotbmetro em 425 nm.

2.4.2 Resultados e discussao

Os estudos quimicos realizados neste trabalho e apresentados no item
2.3.2.3 evidenciaram a presenca predominante de acidos fendlicos e
flavonoides no extrato polar. Esses metabdlitos podem ser relacionados com
algumas atividades farmacoldgicas, como a a¢ao antiinflamatoria, relatada para
a espécie (Tamura et al., 2009) por diversos autores e ensaiada em diferentes

modelos in vitro, in vivo, ex vivo (Goulart et al., 2007 ; Liz et al., 2008 ; Tamura
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et al.,, 2009; Melo et al. 2011) e em ensaio clinico duplo-cego placebo-
controlado (Da Silva, et al.,, 2010). Além disso, agdo gastroprotetora foi
evidenciada em estudos realizados com extrato aquoso administrado a
camundongos (Bucciarelli et al., 2010).

Apesar do notorio potencial de utilizacdo terapéutica, nenhum método de
quantificacdo de flavonoides foi estabelecido para a caracterizacdo da espécie
ou qualificacdo quimica. Em estudos preliminares, foi verificada a presenca de
flavondides glicosilados derivados da quercetina no extrato metandlico da
espécie.

A determinacdo quantitativa individual de flavondides glicosilados em
material vegetal, de forma geral, € uma alternativa viavel, porém deve-se
considerar a disponibilidade comercial e o custo das substancias de referéncia.
Além disso, sempre que possivel, deve ser avaliado se o composto
quantificado € o responsavel ou tem relacdo com a atividade biolGgica.
Entretanto, no caso dos flavonoides, essa analise torna-se dificil pelo grande
namero de glicosideos derivados de agliconas como quercetina e canferol, por
exemplo. Além disso, dificilmente é possivel associar o efeito terapéutico a um
anico componente do extrato, seja pela complexidade quimica e/ou pelo
desconhecimento da farmacocinética do mesmo.

Desta forma, a hidrolise acida dos glicosidieos com posterior
guantificacdo da aglicona por CLAE, representa uma alternativa confiavel,
rapida e barata para determinacdo de flavonoides totais. Geralmente, esta
hidrolise requer elevadas concentracbes molares de acidos minerais (1-2 M)
em condi¢cdes de refluxo. No entanto, as condi¢cdes de hidrolise devem ser
otimizadas para que o0 processo seja eficiente sem promover degradagéo das
agliconas, uma vez que cada matriz possui diferente complexidade, tipo e grau
de glicosilacdo (Huber et al., 2007, Francescato et al., 2013). Em experimentos
prévios foi constatado que a técnica farmacopeica para a determinacdo de
flavonoides totais em S. virgaurea e Solidaginis herba n&do é totalmente
representativa do conteudo para S. chilensis, pois provoca a degradacao da
aglicona que pode ser observada pela coloracdo avermelhada da fase aquosa,
durante a etapa de extracdo das agliconas por particdo. Essa reacdo de
degradacdo é conhecida pela a formacéo de cianidina a partir da degradacgéo
de flavondis (Costa, 1994).
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Desta forma, neste trabalho, foi realizada a otimizacdo dos parametros
tempo e concentracdo de HCI, que estdo diretamente ligados a eficiéncia da
hidrélise. A otimizacao foi realizada por Analise de Superficie de Resposta a
fim de mensurar a infuéncia simultdnea dos parametros (Myers et al., 2009). A
aglicona liberada foi quantificada em método desenvolvido e validado neste

trabalho.

Otimizacédo da hidrélise e quantificacdo por CLAE

A otimizacdo dos parametros mais adequados para a realizacdo da
hidrélise foi dada em etapas e com o objetivo de esgotamento do material
vegetal, com a minima perda do analito por degradacdo. Primeiramente
selecionou-se o melhor solvente extrator. Para isso, a concentracdo de &cido
cloridrico (1,18 M) e o tempo de hidrdlise (30 min) foram mantidos constantes
para que fosse avaliada a influéncia da utilizacdo de metanol a 20%, 50%, 70%
e 80%, de acetonitrila e de acetona sobre teor de flavonoides totais. As
concentracfes de quercetina detectadas nas solucdes extrativas foram de: 1,18
+ 0,01pg/mL (MeOH 20%); 1,77 + 0,06 pg/mL (MeOH 50%); 2,01 + 0,1 pg/mL
(MeOH 70%); 0,81 + 0,01 pug/mL (MeOH 80%). As concentracdes de quercetina
nas solucdes extrativas obtidas com acetonitrila e acetona ndo foram
numericamente determinadas por que se apresentaram abaixo do valor minimo
da faixa de linearidade do método. Desta forma, a propor¢cdo metanol 70 % foi
selecionada para que os parametros tempo e concentracao de acido cloridrico
fossem avaliados.

Os valores das variaveis independentes e 0s respectivos teores
calculados de acordo com o método validado neste trabalho estédo
representados na Tabela 2.5. A andlise fatorial demonstrou que os dois fatores
tém influencia sobre o teor. Na figura 2.26 observa-se que os valores plotados
atingiram o platd maximo nas condi¢cdes 6timas de 0,59 M e tempo de 21

minutos.
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Tabela 2.2.: Matriz de planejamento experimental de condi¢cbes de hidrélise.

Tempo
(min) HCI [Molar] Teor médio + DPR(g%)
10 0,30 4,99+0,9
10 0,59 6,31+ 3,0
10 1,18 3,09+£2.2
20 0,30 6,61 +0,7
20 0,59 7,69+17
20 1,18 3,06 £4,7
30 0,30 597+1,6
30 0,59 654+11
30 1,18 2,84+£4,0
Surface Plot of Teor (g%) vs Tempo (minutos); [HCI] M Contour Plot of Teor (g%) vs Tempo (minutos); [HCI] M

30

6
Teor (9%)

Tempo (minutos)

03
06
H 09 H
Figura 5A tHen M 12 10 Figura 5B
03 04 05 06 07 08 09 1,0 1,1
[HC] M
ew [HCI] M Tempo (m
p_figh [é’%ggg] [213g'1031]
ur .
0,89476 | o 0,30 10,0
Composite
Desirability
0,89476
Teor (9%
Targ: 8,0
y=7,4212 .
d=0,89476 Figura 5C

Figura 2.26: Superficie de resposta gerada a partir do planejamento fatorial 32 para a
determinacgéo do teor de quercetina em S. chilensis.

Validacdo de método de quantificacdo por CLAE

O sistema eluente mais adequado para a quantificacdo do analito foi
determinado experimentalmente testando-se diferentes fases mdveis, em
vérias proporcdes, de modo a obter a melhor resolu¢éo entre picos em menor

tempo de analise. ApoOs os testes e por ndo ter sido observada interferéncia no
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analito, foi selecionado o gradiente composto por MeOH (0,08 % acido férmico)
e H,0 (0,08 % &cido férmico).

O comprimento de onda de 371 nm apresentou a absorcdo maxima e,
desta forma, foi selecionado para a deteccdo do analito (quercetina). O peffil

cromatograficos tipico da solucédo de amostra € apresentado Figura 2.27.

Auto-Scaled Chromatogram

10126

Figura 2.27: Cromatograma caracteristico obtido de extrato hidrolisado de S. chilensis,

em 371 nm.

Na Figura 2.28 esta demonstrada a especificidade do método, verificada por
comparacdo dos cromatogramas obtidos com solugdo amostra e solucéo
amostra adicionada de quercetina. Como pode ser observado pelo aumento da
absorcdo, houve a sobreposicdo do pico de interesse e o0 da quercetina
adicionada, sem deslocamento importante no tempo de reten¢éo. Desta forma,
também é possivel confirmar a identidade do analito.

A seletividade do método foi verificada pelo comportamento do espectro de
UV da solucdo amostra e da solugdo amostra adicionada de quercetina quando
realizada a varredura de 210 a 400 nm. Nenhum desvio nos maximos de
absorcao foi verificado. Desta forma, nas condi¢cOes estabelecidas, o analito
apresentou tempo de retencdo meédio de 16 minutos, em método de analise de
28 min acrescidos de mais 10 min de equilibrio. Como pode ser visualizado na
Figura 2.28, 0 maximo de absorcdo ocorre em 371 nm, comprimento de onda

selecionado para realizar as analises.
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Figura 2.28: Parametro de especificidade do método referente ao extrato hidrolisado
em relacdo ao extrato adicionado da substancia de referéncia quercetina; parametro
de seletividade, obtido por varredura de 210 a 400 nm.

A linearidade do método desenvolvido, para a faixa de concentracdo
0,48 - 0,72 mg/mL, foi evidenciada pelos coeficientes de regressao obtidos das
curvas analisadas individualmente R2= 0,9969 e 0,9925 (Figura 2.29) e da
curva média R2= 0,9991 (Figura 2.30). A equacdo da curva média (y = 2. 10'x -
54822) foi utilizada para determinar a concentracao de analito nas amostras.

A Tabela 2.6 apresenta os dados obtidos na aplicacdo da andlise de
variancia (ANOVA: fator Gnico) com o auxilio do Microsof Excel® (2007)
aplicada aos dados da curva analitica média de quercetina. A partir da anélise
dos dados de variancia constata-se que a curva apresenta diferencas
significativas entre as concentracdes (Fca: 3292,813 e Fit: 1,166E-05) e desvio
da linearidade néo significativo.
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Figura 2.29: Gréficos das curvas analiticas de quercetina - Linearidade do método por
CLAE.
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Figura 2.30: Grafico correspondente a curva analitica média de quercetina -
Linearidade do método por CLAE.

Tabela 2.3: Andlise de variancia (ANOVA) fator Unico, para a curva analitica média de
quercetina.

g SQ MQ F F de significagédo
Regressao 1 1,87456E+13 1,87456E+13 3292,813 1,16586E-05
Residuo 3 17078612991 5692870997
Total 4 1,87626E+13

Os limites de quantificacdo e detec¢do de foram LD= 0,035 mg/mL e
LQ= 0,1 mg/mL, respetivamente, indicando a boa sensibilidade do método
analitico para a quantificacdo de quercetina.

Na Tabela 2.4 estdo representados os resultados obtidos no ensaio de
precisao intermediaria. Os teores meédios de quercetina variaram de 5,841 +
0,19 a 5,941 + 0,05 g/% e os desvios padrao relativos (DPR%) nas hidrélises
realizadas no mesmo dia e em trés dias consecutivos foram adequados (<5 %),

demonstrando-se, desta forma, que o método apresenta apropriada precisao.
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Tabela 2.4: Resultados do ensaio de precisdo intermedidria para o método de
gquantificacdo do teor de flavonoides totais de S. chilensis por CLAE.

) Teor de
Dia n Area média + DP quercetina Média (g%)+DP DPR %
(9%)
1 5,832
10342900,5 + 114696
5581 5,873+ 0,03
1 2 10831463,5 + 119743 0,61
3 5,891
10660991,5 + 10574
1 10877895,5+ 139614 5,922
2 2 9973284 + 119786 5,621 5,841 + 0,19 3,29
3 10766044 + 19281 5,978
1 10850157 + 32236 5,882
3 2 10585448 + 29736 5,941 5,941 + 0,05 0,98
3 10922789 + 84766 5,999
Média (inter-dias) (mg/g) + DP 5,885 + 0,051 0,87

Cada ponto corresponde & média de trés determinagfes; DP: desvio padrdo;
Concentracdo (g/%): g de quercetina por 100 g de amostra; DPR: Desvio padrao
relativo (%); n: replicatas.

A repetibilidade do método, verificada por 6 hidrolises realizadas no
mesmo dia, estd representada na Tabela 2.5 O teor médio de flavonoides,
calculados como quercetina, foi de 5,891 + 0,12 g%. O DPR observado para a
sextuplicata foi de 2,10 %, o que demonstra que o0 método apresenta adequada

precisdo-repetibilidade.
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Tabela 2.5: Resultados do ensaio de repetibilidade para o método de
guantificacao do teor de flavonoides totais de S. chilensis por CLAE.

Extracdes Massas (g) Areas médias (uV-s) querzeect)irnile(g%)
1 0,1783 10342900,5 5,832
5 0,1848 10831466,5 5,891
3 0,1817 10660991,5 5,898
4 0,1827 10339030 5,689
5 0,1812 10883708 6,037
6 0,1823 10877061 5,997

Média + DP: 5,891+ 0,12 g%; DPR: 2,10 %

Os resultados obtidos para o parametro exatidao estao representados na
Tabela 2.6. Foram obtidas recuperacdes de 95,25 a 102,9 % e média + DPR de
99,24 + 3,7 %, demonstrando que o método desenvolvido apresenta exatiddo

satisfatoria.

Tabela 2.6: Resultados do ensaio de exatiddo (recuperacdo) para o método de
quantificag@o de quercetina em amostra hidrolizadas de S. chilensis.

3 3 [
Nivel de Concentracéo adicionada Concentragao Recuperagao (%)
concentracao (mg/mL) detectada
¢ g (mg/mL)
Baixo 0,33 0,314 95,25
(60%)
Médio 0,55 0,55 100
(100%)
Alto 0,77 0,789 102,49
(140%)

A robustez do método foi avaliada alterando-se 0s respectivos
parametros: fluxo de 0,9 para 1 mL/min; intercambio de colunas com as
mesmas especificacdes, porém de diferentes lotes; alteracdo da concentracao
de acido formico na Fase A (original: 0,08 %; teste: 0,1 %) e mudanca na
proporcdo de solventes (condigcdo original: inicio com 70 % de fase A; teste:
inicio com 72 % de fase A). Os resultados (Tabela 2.7) demonstraram que nao
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houve influéncia sobre a determinacdo quantitativa de quercetina apés as
variagfes no método descritas. O teor médio encontrado foi de 5,72 + 0,07 g%
e o0 DPR (%) resultante de 1,26. Desta forma, conclui-se que o método
desenvolvido resiste a pequenas variagcbes sem prejuizo a confiabilidade

analitica.

Tabela 2.7: Dados do parametro de robustez avaliados ho método de quantificacdo do
teor de flavonoides totais para extratos hidrolisados de S. chilensis.

Parametros Teor de quercetina (g%)
Fluxo 1 mL/min 5,63
MeOH:é&cido férmico 0,1% 5,76
Coluna lote G4252E0O 5,75
Proporcao de solventes 5,70

Em suma, o resultado da otimizacdo da hidrélise &cida para a
determinacdo flavonoides totais em inflorescéncias de S. chilensis por
planejamento fatorial 32 foi bastante satisfatoria, pois os dados experimentais,
nas condicbes simuladas, demonstraram a presenca de quercetina em
concentragéo de 8,03 £+ 1,6 g%.

O método desenvolvido e validado mostra-se ainda mais Gtil para a
qualificacdo e o controle de qualidade da droga vegetal quando este é
comparado ao método farmacopeico descrito para Solidaginis herba. A
determinacdo espectrofotométrica do teor, expressos em hiperosideo,
demonstrou valores de 3,15 + 0,06 % para S. chilensis. Esse valor é condizente
com o encontrado para a Solidaginis herba: 3,79 + 0,2 % para a amostra
comercial portuguesa e 2,64 + 0,07 % para a amostra alemd. Ambas as
amostras estdo de acordo com o teor minimo aceito, que € de 2,5 % (FB,
2010). Entretanto, se comparados os valores obtidos pelo métodos com
hidrolise otimizada e o farmacopeico, observa-se que o valor é 154 % maior em
condi¢cbes otimizadas. Considerando-se que um meétodo analitico ideal deve
esgotar a droga vegetal sem provocar a degradacdo de analito, o método
proposto mostra-se ideal para a determinacdo de flavonoides totais nas

inflorescéncias de S. chilensis.
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2.5 Procedimentos para tratamento dos residuos

Os residuos gerados foram descartados de acordo com o0s
procedimentos descritos no Plano de Gerenciamento de Residuos estabelecido
pela Comissado de Saude e Ambiente de Trabalho (COSAT/FAR/UFRGS).
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Abstract

The increased incidence and severity of opportunist fungal infections,
and the morbidity and mortality associated with them, have led to many reports
of resistance of microorganisms to antifungal drugs, demonstrating the
importance of bioprospecting studies in the search for active natural products
without human toxicicity. The aim of this study was to find new potential
antifungal agents from Solidago chilensis, a species with medicinal use, which
is easy to cultivate and has widespread occurrence. Plant leaves and
inflorescences were steam distilled and the composition of the essential oils
was determined by means of GC-MS analysis. The main constituents of the
inflorescences were D-limonene (30.31%), germacrene D (33.07 %) and
bicyclogermacrene (17.81%), and the main constituents of the leaves were
germacrene D (29.81%), bicyclogermacrene (11.7%) and spathulenol (26.09%).
The antifungal activity of the essential oils was evaluated against 15 clinical
isolates of Candida parapsilosis and C. krusei by the broth microdilution
method. Human cell viability and DNA damage after treatment with essential
oils were assessed through the comet assay. Both essential oils showed strong
activity, with MIC and MFC ranging from 1.95 to 62.5 ug mL™. Furthermore, it
was also observed that S. chilensis essential oils have no cytotoxicity to human
cells when used at concentrations of 100 ug mL™. The essential oils are active
in vitro against the Candida species, proving to be promising sources, at non-
cytotoxic concentrations, of new phytotherapeutic agents for the treatment
Mycosis.

Key words: Solidago chilensis, essential oils, Candida krusei, Candida
parapsilosis, cytotoxicity, antifungal activity.
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1 Introduction

There is currently a limitation on the number of effective therapeutic
drugs available, with low toxicity, for healing fungal infections, especially for
resistant microorganisms and emerging and opportunistic strains. One such
species is Candida, including C. albicans, C. krusei, C. tropicalis, C.
parapsilosis, which causes serious opportunist fungal infections that lead to
candidiasis (Hakeem et al., 2014, Chen et al., 2014), ranging from superficial
(skin, oral cavity and esophagus, and vagina) to bloodstream infections (Svetaz,
et al., 2010; Kathiravan et al., 2012; Pfaller et al., 2013; Pannanusorn et al.,
2013). Within the genera, Candida, C. albicans is the predominant species that
causes infection. However, there has been an increase in infections caused by
emerging non-albicans species such C. krusei, associated with intrinsic
resistance to fluconazole, decreased susceptibility to flucytosines and
amphotericin B, and resistance to echinocandins (Richter et al., 2005). Often
resistant to azole therapy, C. krusei can cause severe vulvovaginitis and
systemic infections (Richter et al., 2005). C. parapsilosis, another emerging
species of non-albicans, is the second most common yeast recovered from
blood cultures. It is an important species to consider in patients with catheters
because it tends to form extensive biofims on the surface and lumen of
catheters and other implanted devices. These organisms have been shown to
be completely resistant to antifungal agents (Pfaller et al., 2013).

The incidence and severity of opportunistic fungal infections, as well the
morbidity and mortality associated with them, have increased considerably over
the past three decades. This is shown by the increase in the severely ill and/or
immunocompromised patient population (e.g. HIV-infected and patients on
immunosuppression treatment), the frequent use of more invasive medical
procedures, treatment with broad-spectrum antibiotics and glucocorticoids,
receipt of parenteral nutrition, and peritoneal dialysis or hemodialysis (Svetaz et
al., 2010; Kathiravan et al., 2012). Added to these factors is the limitation of
available therapies and cases of fungi intrinsically resistant to antifungal drugs
(primary resistance) or with developed resistance in response to exposure to
the drug during treatment (secondary resistance) (Perea and Patterson, 2002).
Besides the increased resistance to conventional antifungal drugs, these drugs
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have side-effects varying from mild reactions to hepatotoxicity, neurotoxicity,
nephrotoxicty and haematologic reactions, and are frequently used without
success (Del Rosso, 2000; Gupta & Cooper, 2008). Therefore, there is a clear
and urgent need to find new alternative compounds with antifungal activity
(Svetaz et al., 2010) and low toxicity. The search for active substances against
emerging strains is therefore extremely important, and essential oils can be an
excellent option when searching for new antifungals.

Essential oils (EO) are a rich source of biologically active compounds,
and many of them have high antimicrobial potential (Policegoudra et al., 2011).
This group of secondary metabolites can be obtained from several species,
including those belonging to the Solidago genus (Asteraceae). Extracts of this
large group of plants are recognized as having several therapeutic applications,
including as anti-inflammatories and diuretics in the treatment of bladder and
kidney disorders. They are used in Asian and Europe (S. virgaurea L.), North
America (S. canadensis L., S. odora Ait and S. gigantea L) and South America
(Solidago chilensis Meyer) (Vila et al.,, 2001; Goulart et al., 2007). Previous
chemical studies of the essential oils obtained from species of this genus have
reported the presence of many monoterpenes, such as limonene, alpha-pinene
and beta-pinene, and sesquiterpenes such as germacrene D, beta-
caryphyllene, and phellandrene (Vila et al., 2001; Kalemba et al.,, 1998;
Kalemba et al.,, 1990). Solidago essential oils showed moderate antifungal
potential against various dermatophytes and Aspergillus strains (Vila et al.
2001, Morel et al., 2006). However, despite their effectiveness in
pharmaceutical formulations, the risk of exposure to these drugs is a concern.
In this context, toxicological analysis is of great importance, and is essential for
its application in cosmetics and health products (Gongalves et al., 2012).

This study investigates the chemical composition of two oils of Solidago
chilensis (leaves and inflorescences) and their antifungal activity against
Candida krusei and Candida parapsilosis clinical isolates, pathogenic fungi
responsible for human infection. Cytoxicity assays were also performed to

determine whether the active doses against yeasts are safe.
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2 Material and Methods

2.1 Plant material

The inflorescences and leaves of Solidago chilensis were collected in
Guaporé (in the state of Rio Grande do Sul, southern Brazil). Voucher
specimens were deposited in the herbarium of the Federal University of Rio
Grande do Sul (ICN/UFRGS) (number 176766).

2.2 Obtaining the Essential oils

The Essential oils were obtained by hydrodistilling the inflorescences (10)
and leaves (LO) for four hours, using a Clevenger-type apparatus. The yield
(v/w) of essential oil was determined based on the fresh plant material weight.
The oils were stored in sample vials and kept frozen at —5 °C until analysis by

gas chromatography (GC) and trials.

2.3 Analyses of essential oils

The essential oils were qualitatively and quantitatively analysed by GC-
MS using a Shimadzu QP-5000-quadrupole MS system, operating with
ionization energy of 70 eV and an interface temperature of 250 °C. The scan
time and mass range were 1 s and 40-400 m/z, respectively. The injection
volume was 1 pL. A DB-5 fused silica capillary column (30 m, 0.25 mm; film
thickness 0.25 pm; Supelco) was used. The oven temperature was
programmed from 60 °C to 300°C at 3 °C/min, with helium as the carrier gas at
an inlet pressure of 80 kPa (1 mL/min). Injector (split ratio 1:50) and detector
temperatures were set at 220 °C and 250 °C, respectively. The percentage
compositions were obtained from electronic integration measurements.

The identification of essential oils was based on the calculation of their
retention indices (RI) relative to (C8-C22) n-alkane standards in comparison
with those of authentic compounds available in our laboratory. Further
identification was made by comparison of their mass spectral fragmentation
patterns with those stored in the NIST database (National Institute of Standards
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and Technology) mass spectral library of the GC-MS data system and other

published mass spectra data (Adams, 2011).

2.4 Antifungal strains

A total of 15 isolates of Candida krusei (CK04, CK03, ATCC6258, CK01,
CK02, CKO05) and C. parapsilosis (3D02, 3D03, RL33, RL13, RL20, RL27,
RL38, RL36, RL32) were tested. All isolates were obtained from the Fungal
Collection of the Research Group in Applied Mycology (GPMA), School of
Pharmacy, UFRGS, Porto Alegre, Brazil.

2.5 Antifungal activity

Inoculums of all opportunistic yeasts strains were prepared according the
Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI, 2008). The minimal inhibitory
concentration (MIC) was determined by the broth microdilution method,
following the M27-A3 CLSI guidelines, with RPMI-MOPS (RPMI 1640 medium
containing L-glutamine, without sodium bicarbonate buffered to pH 7.0 with
0.165 mol/L MOPS buffer —Sigma). The concentrations of Eos tested ranged
from 1 to 500 pg/mL and 100 pL-aliquots were inoculated into a flat-bottom 96-
well microtiter. The MIC was defined as the lowest concentration of compounds
at which the microorganism tested did not demonstrate visible growth.

The minimal fungicidal concentration (MFC) was determined by sub-
culturing volumes of 10 pL from the wells without visible growth in Sabouraud
dextrose agar (SDA) (Difco, Detroit, USA) and incubated at 35°C for 48 h. The
minimum fungicidal concentration (MFC) was defined as the lowest
concentration yielding negative subcultures. The fungal growth of the MIC
aliguots was compared with that of the positive control. Amphotericin,
fluconazole and anidulafungin (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA) were

used as positive controls. All the experiments were conducted in triplicate.
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2.6 Evaluation of cytotoxicity

2.6.1. Human study and ethic notes

The University Research Ethics Committee approved the study protocol
(N0.23081), and informed consent was obtained from all individuals whose
information was collected prospectively.

2.6.2 Blood sample collection

Peripheral blood samples were collected by venipuncture using a syringe
(BD Diagnostics, Plymouth, UK) and tubes with heparin. The leukocytes were
then isolated, and a suspension was adjusted to obtain 8x10° cell-mm?®. One

aliquot of each sample was used for DNA damage analysis.

2.6.3 Single cell gel electrophoresis (comet assay)

The alkaline comet assay was performed as described by Montagner et
al. (2010) in accordance with the general guidelines for use of the comet assay
(Tice et al., 2000; Nadin et al., 2001; Hartmann et al., 2003). One hundred cells
(50 cells from each of the two replicate slides) were selected and analysed.
Cells were visually scored from O (no migration) to 4 (maximal migration),
according to tail length. The damage index for cells ranged from 0 (all cells with
no migration) to 400 (all cells with maximal migration). This assay was
performed in triplicate, and the slides were analysed by at least two different

individuals.

2.6.4 Cell non-viability

The cell viability assay was carried out by the method of Mischell and
Shiingi (1980), with minor modifications. Cells were exposed to the same
concentration of 100 ug/ml of both EO, as in the comet test, for 3 h. After
incubation, 100 yL of a cell suspension was mixed with 100 pL of 0.4% Trypan

Blue solution for 3 min. Cell viability was determined microspically (400 x
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magnification) and two categories of cells were scored: (1) live cells, which
appeared uncolored or light blue, and (2) dead cells, which appeared blue. At

least 300 cells were counted for each survival determination.

2.6.5 Data analysis

All the experiments were carried out with n=3. The results are presented
as mean * standard error of the mean (S.E.M) and the means were statistically
evaluated by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni’s
Multiple Comparison test. In all cases, differences were considered statistically
significant if p < 0.05. Data analyses were performed using the GraphPad

software®, version 5.00.

3 RESULTS

3.1 Isolation and analyses of essential oils

The average yields of the essential oils from the inflorescences (10) and
leaves (LO) of S. chilensis were 0.3% and 0.8 % (v/w), respectively. Both oils
were analysed by GC-MS and the gualitative and quantitative compositions are
presented in Table 1. A total of 13 compounds were identified in 10 and 8 in LO
composition. Both oils are predominantly composed of sesquiterpene
hydrocarbons (55.99% to LO and 61.75% to I0) and Germacrene-D is the
major component of this group (33.07 and 29.81 %, respectively). Germacrene-
D has previously been found as the main sesquiterpene in the oils of S.
canadensis, S. gigantea and S. virgaurea (Kalemba D. 1998).

The composition of the oxygenated sesquiterpenes showed remarkable
guantitative differences. While 26.09% spathulenol was found in LO, this
compound represented only 2.27% of the 10. However, the greatest difference
between the samples was observed in the absence of monoterpene
hydrocarbons in the LO, with the group representing 31.27% of the IO

composition and only 30.31% of the D-limonene.
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3.2 Antifungal activity of the essential oils

The in vitro antifungal activity of the essential oils was evaluated by the
microdilution method against C. krusei and C. parapsilosis clinical isolates. The
results (MIC and MFC values) of both oils are summarized in Table 2. For C.
krusei, the MIC and MFC values ranged from 1.95 to 62.5 pg/mL for the LO and
IO samples. The fungistatic effect was observed for both samples on C.krusei
isolates, except for strain CK04 which showed the highest sensitivity to oils,
evidenced in MIC and MFC values of 1.95 pug/mL.

For the C. parapsilosis clinical isolates, differences between samples
were more evident in the MIC and MFCs values. The MIC values ranged from
3.91- 31.25 pg/mL for both samples. However, different susceptibilities were
observed when determining the MFCs. For the tests with LO, there was
fungistatic and fungicidal effect in the isolates tested. However, in the tests with
10, there was only fungistatic effect up to the maximum concentration used in
the experiments (500 pg/mL). Furthermore, it was observed that all clinical

isolates were susceptible to the tested samples.

3.4 Cytotoxicity of the essential oils

To explore the potential for use of essential oils by the pharmaceutical
and cosmetic industries, which require safety testing, toxicological assays were
performed. In this work, the cytotoxicity was assessed through observation of
the number of unviable cells after exposure to the test substance as well the
occurrence of DNA damage. Thus, cytotoxic potential was checked by two
possible mechanisms involved: lyses of the cell membrane and nuclear DNA
damage.

The cytotoxicity was assessed by counting the non-viable cells in the
negative control (NC), (distilled H,0), positive control (PC) (H,O, 4 mM), DMSO
control (0.5% v/v) and Ol and OL samples (100 pg/mL). The results are shown
in Figure 1. The percentages of unviable cells were less than 8% in the controls
and negative for the samples. The statistical analysis of the data showed no
significant difference when IO and LO were compared with the NC and DMSO,
and significance when these values were compared with the PC (p <0.0001).
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Figure 2 shows the results of the comet assay. The results indicate the absence
of DNA damage for the samples 10, LO and DMSO control, when compared
with the negative control NC (p <0.0001).

4 Discussion

This work demonstrates that essential oils from S. chilensis are potential
antifungal agents. According to Rios and Recio (2005), samples are promising
as antifungal when the inhibitory concentrations are lower than 100 pg/mL for
extracts and 10 pg/mL for isolated compounds. Thus, the results presented in
this paper demonstrate that S. chilensis essential oils have important antifungal
activity against C. krusei and C. parapsilosis with low concentration for both oils
(Table 2). Moreover, none of the yeast isolates were resistant to the 10 and LO.
These results are more important when it is observed that the yeasts tested
were multirresistente against three antifungal drugs. All C. krusei strains
showed resistance to anidulafungin and fluconazole (susceptibility < 1 and 8
pug/mL, respectively); however, they were susceptible to oils, with MIC averages
of 62.5 pg/mL for both, demonstrating the fungistatic effect. Likewise, all C.
parapsilosis strains were susceptible to samples. However, these isolates were
susceptible to fluconazole and LO showed fungistatic for all strains, but
fungicidal effect only for some strains.

It is known that the mechanism of action of azoles (fluconazole) is linked
to the inhibition of 14a-demethylation of lanosterol in the ergosterol biosynthetic
pathway. Moreover, the target of action of echinocandins (anidulafungin) is the
protein complex responsible for the synthesis of cell wall B-1,3-glucan
polysaccharides. The amphotericin acts by destabilization of the fungal cell
membrane by a mechanism not yet elucidated (Odds et al., 2003). Thus, it can
be assumed that the analysed oils have more than one mechanism of action, as
demonstrated by the activity achieved (or obtained) in strains resistant to
anidulafungin and fluconazole. However, evidence suggests that the most
important action is similar to that of amphotericin, because all strains were
susceptible to this drug and samples. This hypothesis may be more evident
when it is observed that terpenoids, such as linalool, citral, eugenol, linalyl

acetate and citronellal inhibit Candida albicans growth by affecting membrane
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integrity and cell cycle arrest (Zore et al., 2011).

Therefore, it is possible that several compounds of the essential oils play
important roles in cell penetration, lipophilic or hydrophilic attraction, fixation on
cell walls and/or membranes, and cellular distribution. These aspects are
particularly relevant since they affect the distribution of the oil in the cells and
influence different types of radicalar reactions that may occur (Bakkali et al.,
2008, Zuzarte et al., 2012). In addition, these multiple modes of action may also
target human cells, since fungi are eukaryotic cells and therefore similar to the
metabolism of mammalian cells (Newman et al., 2000). Thus, the evaluation of
the cytotoxicity of the oil is a crucial step for the exploration of potential
antifungal agents (Zuzarte et al., 2012).

In our work, we tested the toxicity of the samples at concentrations of
100 pg/mL, which is a higher value than that observed in the highest MIC (62.5
pMg/mL) determined. The results showed that neither sample affected cell
viability (Figure 1). According to Collins et al. (2008), high viability (or low non-
viability) is required as a previous condition for performing the comet assay, the
results of which showed no damage to the cellular DNA (Figure 2) at a
concentration of 100 pg/mL in both samples.

In conclusion, these results demonstrate that S. chilensis essential oils
are a potential natural product to be used as antifungal agents against yeast
that is pathogenic to humans, at concentrations that have no effects on blood
cells viability or cause DNA damage. In order to explore its potential use by the
pharmaceutical and cosmetics industries, studies with mucosal cells infected
with Candida isolates are being considered, to evaluate the practical relevance
of these in vitro assays. Furthermore, S. chilensis is an important species of
medicinal plant that has potential for use in essential oil extraction in industrial
scale because it has abundant occurrence across a vast territory, and is easy to

cultivate.
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Table 1: Composition of essential oils from Solidago chilensis leaves and
inflorescences.

IR* Compound % in samples
Leaves Inflorescences
929 Alpha-pinene 0.96
1025 Limonene 30.31
Monoterpene hydrocarbons 31.27
1046  E-beta-ocimene 0.53
1376  Beta-burbounene 2.8 1.34
1408 Beta-caryophilenne 11.14 8.46
1466  Germacrene D 29.81 33.07
1480 Biciclogermacrene 11.7 17.81
1487  Germacrene A 0.54 0.54
Sesquiterpene hydrocarbons  55.99 61.75
1512  Delta-cadinene 1.07 1.12
1569  Spathulenol 26.09 2.37
1573  Beta-caryophilenne 9.08 0.64
1583  epi-globulol 1.11
1648  Alpha-cadinol 1.06
Oxygenated sesquiterpenes 36.24 6.3
Total identified 92.23 99.32

*|R: CG-retention indices relative to Cg-C,4 n-alkanes on DB-5 column

129



Table 2: Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration

(MFC) of leaves and inflorescences essential oils of Solidago chilensis.

Fungus pathogen clinical

isolate Leaves oil Inflorescences oil Susceptibility
MIC MFC MIC MFC Fluconazole Anidulafungin  Amphotericin

Candida krusei CK04 1.95 1.95 1.95 1.95 R R S
Candida krusei ATCC6258 62.5 >500 62.5 >500 R R S
Candida krusei CKO1 62.5 >500 62.5 >500 R R S
Candida krusei CK02 62.5 >500 62.5 >500 R R S
Candida parapsilosis 3D02  31.25 >500 31.25 >500 S R S
Candida parapsilosis RL33 7.81 31.25 15.62 >500 S R S
Candida parapsilosis RL13 ~ 31.25 125 15.62 >500 S R S
Candida parapsilosis RL20 7.81 31.25 15.62 >500 S R S
Candida parapsilosis RL27  31.25 62.5 3.91 >500 S R S
Candida parapsilosis RL38  15.62 >500 15.62 >500 S R S
Candida parapsilosis RL36 3.91 >500 7.81 >500 S R S
Candida parapsilosis RL32  15.62 >500 7.81 Nd S R S

Data on antifungal susceptibility expressed in pg/mL

Nd: not determined (500 pug/mL - maximum dose tested)
S (susceptible) and R (resistant): Fluconazole susceptibility < 8 pg/mL; Amphotericin
susceptibility < 2 pg/mL; Anidulafungin susceptibility < 1pg/mL.
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FIGURE 2. - Cell non-viability from the essential oil of the inflorescences (I0) and
leaves (LO) at concentrations of 100 pg/ml. NC: negative control (distillated H,O).
DMSO C: DMSO control (0.5% v/v). PC: positive control (H,O, 4 mM). One-Way
ANOVA and post-hoc Bonferroni’s Multiple Comparison Test. (*p<0.001). The data are
expressed as a percentage; n = 4.
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FIGURE 2 - Comet Assay - Index damage from the essential oil of the inflorescences
(Ol) and leaves (LO) at concentrations of 100 pg/mL. NC: negative control (distillated
H,0). DMSO C: DMSO control (0.5% v/v). PC: positive control (H,O, 4 mM). One-Way
ANOVA and post-hoc Bonferroni’'s Multiple Comparison Test. (p<0.001). The data are
expressed as damage index; n = 4.
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CAPITULO 3 - Obtencéo de produto intermediario extrato seco e

gualificagcdo quimica







3.1 Introducéao

A indastria moderna de fitoterapicos tem se voltado para a producéo de
formas farmacéuticas sdlidas a partir de extratos secos padronizados, obtidos
por aspersao (spray drying) (Arawwawala et al., 2011). Dentre as razdes a
favor dessa tendéncia tecnolégica, podem-se destacar as maiores
concentracdo, estabilidade e a facilidade de qualificacdo dos componentes
ativos, menores riscos de contaminag¢do microbiana e dosagem mais precisa
(Senna et al., 1997; Oliveira et al., 2010), vantagens essas que facilitam a
adequacao do setor a legislacdo sanitaria vigente.

Dentre os métodos de secagem por calor, a aspersédo tem sido o mais
usual em decorréncia, especialmente, dos baixos riscos de degradacdo dos
constituintes quimicos devido ao curto tempo de contato entre o produto a ser
seco e o calor e do menor custo (Broadhead et al., 1992; Oliveira et al., 2010).
Entretanto, esse tipo de secagem normalmente necessita de utilizacdo de
adjuvantes de secagem, componentes estes que devem ser adequadamente
selecionados visto que podem determinar ou influenciar a estabilidade e,
inclusive, afetar as caracteristicas quimicas e de biodisponibilidade do produto
seco (Oliveira et al., 2010).

Para a secagem do extrato de S. chilensis, foi selecionado o diéxido de
silicio coloidal. Este adjuvante apresenta elevada superficie especifica, alto
poder sorvente e tem sido amplamente empregado por apresentar excelentes
resultados na obtencdo de produtos secos por aspersao a partir de solucdes
extrativas de diferentes espécies vegetais (De Campos, 1996; De Souza,
1997). Diversos trabalhos demonstraram que a adicdo de dioxido de silicio
coloidal na solucéo extrativa implica na reducéo significativa da higroscopia dos
produtos secos, sem formacgéo de aglomerados (Carvalho, 1997; De Paula et
al., 1998; Teixeira, 1996).

No que tange a utilizacdo de solventes, além da agua pode ser
empregada grande variedade de liquidos organicos como alcoois, como etanol,
metanol e isopropanol. Dependendo da estabilidade quimica dos compostos,
um solvente que apresenta ponto de ebulicdo baixo pode ser a Unica opcao
para materiais termolabeis. Entretanto, apesar do processo de secagem ser

eficiente quando os referidos solventes organicos sdo empregados, o risco de
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explosdo torna sua a utilizagcdo muito perigosa e gera a necessidade de um gas
inerte em sistema de ciclo fechado (Celik & Wendel, 2005). Desta forma, o uso
de solventes organicos deve ser cauteloso.

Apoés a obtencdo do extrato seco, a subsequente qualificacdo quali e
guantitativa é essencial, pois a partir desta torna-se possivel gerenciar/garantir
a reprodutibilidade terapéutica, eficacia e seguranca de utilizacdo desses
produtos, cumprindo assim os requisitos de qualidade almejada. A principal
necessidade, e que torna esta etapa indispensavel, esta relacionada com a
variabilidade quimica originada de caracteristicas diversas que
conhecidamente influenciam o metabolismo vegetal, tais como a variabilidade
genética, influéncias ambientais bem como aquelas ligadas a colheita, a
armazenagem e ao processamento de matérias-primas vegetais (Shi et al.,
2014). Desta forma, dada a importancia da obtencdo dos extratos secos com
qualificagcdo dos componentes ativos presentes nas plantas, visando a
qualidade do produto e reprodutibilidade de seus efeitos farmacoldgicos, dentre
0s objetivos deste trabalho esta contemplada a obtencdo de extrato seco por
aspersao e sua padroniza¢cao quimica.

Em relacdo a qualificacdo, € de suma importancia que, primeiramente,
tenha-se o conhecimento dos componentes quimicos do extrato bem como o
estabelecimento de marcador (es) quimico (s). Este, de acordo com a ANVISA,
deve, preferencialmente, ter correlacdo com o efeito terapéutico para que a
qualificacdo seja uma condicdo na qual a eficacia do produto seja garantida
através da constancia no teor de constituintes ativos (Souza, 2007). Além
disso, o marcador deve ser referéncia no controle de qualidade, permitindo a
correta identificacdo da droga ou derivado. No caso de S. chilensis, foi eleita a
solidagenona, pois a sua ocorréncia é restrita ao género e esta relacionada a
atividade biologica da espécie. Entretanto, este composto nao esta disponivel
para aquisicdo no mercado, sendo necessarios 0 seu isolamento e sua

purificagéo.
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3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Obtencé&o do extrato mole e isolamento do marcador quimico

Material vegetal

As inflorescéncias de Solidago chilensis Meyer foram coletadas em
Guaporé, Rio Grande do Sul (S28° 50’ 45" S, 51° 53' 24" W), em abril de 2013.
O material vegetal foi seco em estufa de ar circulante forcada a temperatura de
30 °C = 5 °C e armazenado em embalagem hermeticamente fechada, opaca a

luz.

Obtencéao do extrato

O extrato foi obtido pela maceracdo estatica a partir de 1,2 kg de
inflorescéncias de S. chilensis e utilizando como liquido extrator a mistura dos
solventes etanol:éter etilico (1:1), durante 5 dias. ApGs esse periodo, o0 solvente
foi renovado e a maceracdo mantida por mais 4 dias. A proporcdo de
droga:solvente foi estabelecida em 1:10 na primeira extracdo e 1:5 na extracao
subsequente. As solugbes extrativas foram filtradas em papel filtro e o solvente
eliminado em evaporador rotatério sob presséo reduzida e temperatura mantida
a 4 °C. Para a eliminacdo completa do solvente, o extrato foi armazenado em
dessecador por 2 dias. O rendimento foi calculado em relacdo a massa de
droga seca.

O solvente de extracdo e a proporcdo droga:solvente foram
estabelecidos de acordo com dados da literatura (Schmeda-Hirschmann et al.,
1988; Valverde-Soares et al., 2009) que demonstraram a obtencdo de produtos

de extracdo com elevados teores de compostos de média polaridade.

Isolamento do marcador quimico

Neste trabalho buscou-se o desenvolvimento tecnolégico de um extrato
seco obtido a partir de extracao direcionada a obtencdo compostos fendlicos e
diterpenos, tendo em vista que esses dois grupos quimicos tém sido
relacionados as atividades da espécie. Desta forma, além da caracterizacao
guimica do extrato, os procedimentos cromatograficos descritos a seguir foram

otimizados para o isolamento do marcador solidagenona.
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O fracionamento do extrato etanol:éter foi realizado por cromatografia
liguida a vacuo (CLV). Para tal, utilizaram-se 2 g do extrato, cerca de 40 g de
gel de silica Merck® e sistema eluente, selecionado apés otimizagdo por
cromatografia em camada delgada, constituido do gradiente: hexano (Fracédo 1
-FR 1); hexano:acetato de etila 9:1(Fracdes 2-8 - FR 2 a 8).

Identificacdo do marcador e compostos volateis por cromatografia a gas
ApoOs a eliminacdo do solvente e determinacdo de rendimentos em
massa, as FR la 8 foram analisadas por cromatografia a gas na concentracao
de 1 mg/mL em hexano e acetato de etila. A identificacdo dos compostos foi
realizada por comparacéo dos espectros de massas obtidos com os dados da
literatura bem como os fornecidos por bibliotecas adquiridas (NIST 12 e NIST
62 — National Institute of Standars and Technology, Kyoto, Japao).
Os parametros cromatograficos foram otimizados utilizando-se
cromatdgrafo a gas e coluna DB5 Agilent® foram:
* Temperatura: 80 a 300 °C (15 °C/min) e manutencdo em
300 °C por 5 min.
«  Gas carreador: hélio (1 ml/min).
« Temperaturas do injetor e do detector: 220 °C e 250 °C,

respectivamente.

3.2.2 Obtencéao do produto seco por aspersao (PSA)
Adjuvantes e solventes

Agua ultrapura obtida em sistema Milli-Q (Millipore, Bedford/EUA).
Celulose microcristalina (Microcel® MC 101, Blanver, Cotia/Brasil, lote 221/05),
diéxido de silicio coloidal (Aerosil® 200) e polissorbato 80 (Tween 80, Sigma-
Aldrich foram os adjuvantes empregados para a obtencédo do extrato seco por
spray-drier. Também foram utilizados como solventes éter etilico, etanol, n-
hexano e acetato de etila p.a. Tédia®, além de metanol e acido férmico grau

HPLC Tedia® para a obtencdo do extrato e andlises cromatograficas.

Equipamentos e outros materiais
Agitador de tamises Bertel; cromatografo a liquido Waters UPLC Aquity,

acoplado a detector ultravioleta UV/VIS e sistema de gerenciamento e
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aquisicdo de dados Empower Software (Waters); Coluna Cig Acquity UPLC
BEH C18 (50 x 2,1 mm, 1,7).

Preparo da solucdo de secagem e condi¢cdes operacionais

O extrato etanol:éter, preparado de acordo com o descrito 3.2, foi
ressuspenso em agua com o auxilio de polissorbato 80, seguindo as
proporcdes e ordem de adicdo padronizadas no Grupo de Pesquisa em
Tecnologia Farmacéutica. Desta forma, cada grama da formulacdo contém 0,5
g de extrato + 0,336 g de dioxido de silicio + 0,164 g polissorbato 80.

O produto seco por asperséo foi obtido com uso de torre de secagem
por aspersdo Niro® Production Minor nas seguintes condi¢cdes de secagem:
velocidade de rotac&o do disco: 15000 rpm; temperatura de secagem: 180 °C;
temperatura de saida: 115 °C; fluxo de alimentacédo: 140 mL/min. As condicdes
descritas foram determinadas em estudos preliminares realizados por
participantes do Grupo de Pesquisa em Tecnologia Farmacéutica da Faculdade
de Farmacia da UFRGS bem como por testes realizados com a espécie em

estudo.

3.2.3 Determinacao da perda por dessecacao

A determinacdo da perda por dessecacdo foi realizada por método
gravimétrico com auxilio de estufa de secagem a 105 °C (Farmacopeia
Brasileira, 2010).

3.2.4 Qualificacdo quimica qualitativa do extrato seco

Perfil quimico do extrato seco por aspersdo por UPLC-PDA
Para o perfil quimico do extrato seco foi analisado por UPLC-PDA nas

condi¢des cromatograficas a seguir.

Preparacdo das amostras

A cerca de 0,7 g de PSA foram adicionados 8 mL de metanol e, durante
5 min, foram mantidos em agitacdo em placa multipocos IKA®, velocidade de 5
rpm. Apos esse tempo, as amostras foram filtradas em papel filtro para baldo
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volumétrico de 10 mL e o residuo lavado com 2 mL do solvente, divididos em
pequenas porgoes.

Adicionalmente, para verificar a estabilidade quimica qualitativa dos
compostos fenolicos, o extrato bruto também foi analisado. Para tal, aliquotas
do mesmo foram ressuspensas diretamente em metanol na mesma
concentragdo. Todas as amostras foram filtradas em membrana 0,22 pm,
PVDF, Millipore®.

Parametros cromatograficos
O perfil quimico do PSA foi estabelecido utilizando-se o0 sistema
cromatografico desenvolvido na etapa do trabalho apresentada no capitulo 2 e

apresentado nos Quadros 3.1. e 3.2.

Quadro 3.1 Parametros cromatogréaficos empregados para o estabelecimento do perfil
guimico do PSA por UPLC/UV-PDA.

Parametro Descricao
Cromatdégrafo Acquity UPLC (Waters)
Detector Acquity PDA/MS (Waters)
Acquity UPLC BEH C18 (50 x 2,1 mm;
Coluna
1,7 um) (Waters)
Sistema de eluicao Gradiente linear
) Agua:acido formico 0,1 %, viv (A) e
Fase movel L 1
metanol: &cido formico 0,1 % (B)
Fluxo 0,13 mL/min
Temperatura 25°C
Volume de injegéo 1p

Comprimento de onda de deteccdo 210 a 400 nm

1 agua ultrapura (Millig); acido férmico 96 % grau HPLC (Tedia®); metanol grau
HPLC (Tedia®); fases moveis filtradas por membrana 0,22 um, PVDF,
Millipore®) e desgaseadas durante 15 min em banho de ultrassom.
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Quadro 3.2: Sistema gradiente linear utilizado para analise por UPLC empregado para
a analise do perfil guimico do PSA.

Tempo (minutos) A (%) B (%)
0 80 20
1 65 35
1,6 60 40
2,5 59 41
14 58,5 41,5
15 5 95
16 0 100
19,3- 23 80 20

A eluicdo dos compostos foi monitorada empregando o software Empower
(Waters, Milford/USA) e utilizando o comprimento de onda de 300 nm.

3.2.5 Qualificacdo quimica quantitativa do extrato seco

3.2.5.1 Determinagéo dos flavonoides totais

Preparacdo da amostra

Tanto as condi¢cdes de hidrolise quanto o método analitico utilizados
foram validados de acordo com os parametros descritos no capitulo 2. Para
tanto a 0,2 g de PSA foram adicionados 20 mL de metanol a 70 % com acido
cloridrico 0,6 M e submetida hidrdlise por 21 min. A solucéo extrativa resultante
foi filtrada, utilizando algodao. O residuo juntamente com o algodéo utilizado na
filtracdo foram novamente submetidos a extragdo com 10 mL de metanol 70 %
(procedimento repetido duas vezes).  Os trés filtrados foram combinados e o
metanol removido em evaporador rotatorio sob pressédo reduzida. Apos, as
agliconas foram extraidas por particdo com acetato de etila (uma aliquota de 20
mL, seguida de duas repeticbes com 15 mL cada). As fragcdes organicas
combinadas foram lavadas com duas aliquotas de 50 mL de &gua e

posteriormente filtradas sobre sulfato de sédio anidro. O extrato foi seco em
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evaporador sob pressdo reduzida e o residuo ressuspendido em 10 mL de
metanol. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

As amostras foram filtradas através de membrana (PVDF, 0,45 um) e 5
uL foram injetados em triplicata. Os teores foram calculados pela média das
determinacdes, em gramas de quercetina por 100 g da amostra (g/%),
considerando a determinacdo de dgua da amostra.

Condicdes cromatogréficas

As andlises foram realizadas em cromatografo a liquido Waters Alliance
2695, acoplado a detector UV/VIS (Modelo 2487, Waters) e sistema de
gerenciamento e aquisicdo de dados Empower Software (Waters). Foi utilizada
coluna Cis (250 x 4,6 mm, 5 pm, Phenomenex®), protegida por pré-coluna
Bondapak Cig, (8 x 1 mm, 37-55 um, Waters). Os parametros cromatograficos
utilizados foram: temperatura de 22 °C + 2 °C; sensibilidade de deteccdo de
0,05 AUFS; volume de injecéo de 5 pL; fase movel constituida por agua: acido
férmico 0,08 % v/v (Fase A) e metanol: acido férmico 0,08 % v/v (Fase B); fluxo
de 0,9 mL/min; gradiente em modo linear (0-10 min - 30 a 47 % de Fase B; 10-
20 min 47 %-100 %; 20-28 min - 30 % de Fase B; 28-38 min 47 % de Fase B);
deteccdo em comprimento de onda de 371 nm.

3.2.6 Determinacdo do teor de solidagenona - desenvolvimento e

validacdo de método analitico por densitometria

3.2.6.1 Preparo de amostra

A cerca de 0,7 g de PSA foram adicionados 8 mL de metanol e, durante
5 min, mantidos em agitacdo em placa multipocos IKA®, velocidade de 5 rpm.
ApOs esse tempo, as amostras foram filtradas em papel filtro para balédo
volumétrico de 10 mL e o residuo lavado com 2 ml do solvente, dividido em
pequenas porgdes. Todas as amostras foram filtradas em membrana 0,22 pm,
PVDF, Millipore®.
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3.2.6.2 Condi¢bes cromatograficas e aquisi¢cao de dados

Em cromatoplacas de nanossilica (Fzs4), tamanho 10x20 cm (altura x
largura) foram aplicadas as amostras e solugbes padrdes utilizando-se
aplicador semi-automatico Linomat 5® Camag, seringa de 100 uL em sistema
gerenciado pelo software Wincats planar cromatography manager. Em cada
cromatoplaca foram realizadas 15 aplicacdes em banda (6 mm), espacadas
entre si por 6 mm, distantes 10 mm das bordas laterais e 20 mm da base. A
seringa foi lavada com metanol entre cada aplicacdo e o gas de secagem
utilizado foi nitrogénio. As cromatoplacas foram eluidas, por 8 cm, em cubas
bipartidas Camag com fase movel constituida de n-hexano:acetato de etila (8:2
VIV).

A aquisicdo de dados densitométricos foi realizada por meio de Scanner
Camag em 254 nm. A varredura de 210 a 400 nm foi também efetuada para a
obtencao dos espectros de UV e determinacéo da pureza de picos.

A validacdo do método foi realizada de acordo com o preconizado pela
ICH 2005 e pela ANVISA, 2003. Os parametros avaliados sdo descritos a

sequir.

3.2.6.3 Validacado do método analitico por HPTLC- densitometria

Especificidade e seletividade do método

A especificidade do método foi determinada pela comparacao dos Rf do
padrdo do analito equivalente na amostra, além da visualizagdo do espectro de
UV. A seletividade foi obtida pela varredura em 210 a 400 nm, fatiamento do

pico e correlacdo dos espectros de UV apos a varredura.

Determinacéo de Linearidade

A faixa linear de trabalho foi determinada pela aplicagdo de 5 pontos
(420 a 5040 ng/banda) do marcador solidagenona, diluido em metanol a 210
pmg/mL. As curvas foram preparadas em duplicata e cada ponto (bandas)
aplicado em triplicata. Os graficos de area do pico em funcéo da quantidade de
amostra foram plotados e a partir da curva média foi obtida a equacdo de

regressao linear utilizada nos célculos de concentracdo de amostra.
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Limite de deteccéo e limite de quantificacao

Foram utilizados os dados de regresséo da curva analitica média de
guercetina para efetuar os céalculos, de acordo com as equacdes abaixo e
conforme preconizadas pela ICH (2005) e pela ANVISA (2003).

ouff] (s

Onde o0 S = desvio padrao do intercepto com o eixo do Y e | = inclinagéao
da curva.

Os limites também foram testados experimentalmente por meio de
aplicacdo de solidagenona em quantidades decrescentes até o valor tedrico

determinado pelas equacdes acima descritas.

Precisdo (preciséo intermediaria e repetibilidade)

A repetibilidade foi verificada por 6 replicatas a 100 % da concentracao do
analito e realizadas no mesmo dia e pelo mesmo analista. A precisdo
intermediéaria foi dada pela concordancia dos resultados obtidos em trés dias

consecutivos por dois analistas diferentes.

Recuperacgéo
A recuperacao foi avaliada em trés niveis de concentracdo (80, 100 e 120

%) por adicédo de solucao padrao.

Robustez

A robustez do método foi avaliada pela concordancia entre os resultados
obtidos com variacdo dos seguintes parametros: tempo de saturacdo da cuba,
distancia de migracdo do solvente e proporcdo entre os solventes da fase

movel.
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3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Obtencé&o do extrato mole e isolamento do marcador quimico

O extrato bruto obtido a partir de inflorescéncias de S. chilensis
apresentou rendimento de 10 %, considerando-se a massa de extrato
etanol:éter obtida em relacdo a de droga dessecada. O valor observado é
aproximado ao teor de 9 % descrito por Valverde-Soares e colaboradores
(2009) quando utilizaram maceracédo dinamica por 4 periodos de 6 h diarias.

Desse extrato, a partir dos cerca de 2 g submetidos a cromatografia
liguida a vacuo foi possivel a obtencdo de 122 mg de solidagenona distribuidos
nas fracbes 6, 7 e 8 (eluidas com n-hexano:acetato de etila; proporgéo 9:1).
Para a purificacdo do produto, as trés fragbes foram reunidas e entdo
submetidas ao processo de recristalizacdo a frio com a utilizacdo dos solventes
n-hexano e éter etilico na proporcédo 5:1. Ao final da evaporacdo do solvente,
foram obtidos cristais em formato de agulhas com coloracdo transparente a
esbranquicada, aspecto condizente com a literatura (Schmeda-Hirschmann et
al., 1988).

A andlise do isolado por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas bem como a comparacéo do perfil de fragmentacéo
com dados da literatura permitiu a identificacdo do isolado. Na Figura 3.1 é
apresentado o cromatograma obtido e 0 espectro de massas da substancia. A
presenca do ion molecular m/z 316; picos base m/z 82 e m/z 81 (Figura 3.2);
m/z 235 (M-CsHs0)" sdo condizentes com a literatura (Schmeda-Hirschmann et
al., 1988) e confirmam a identidade do composto.

As demais fracbes também foram analisadas e a comparacdo dos
espectros de massas obtidos com os descritos em biblioteca de aquisicdo
(NIST) permitiu identificar, na fragdo hexano, a presenca dos sesquiterpenos y
-muuroleno; B-cariofileno; y-gurjuneno; y-elemeno. Também foram observadas
as presencas de acidos graxos e ceras na FR 1. Na FR 3 constatou-se a
predominéncia do oxido de cariofileno, constituinte também presente no 6leo
volatil obtido por hidrodestilacdo e igualmente identificado por Schmeda-
Hirschmann e colaboradores (1988) no fracionamento do extrato etanol:éter
obtido dos rizomas.
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Figura 3.1: Cromatograma obtido por CG/MS para a solidagenona apds a
recristalizagéao.
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Figura 3.2: Perfil de fragmentacéo da solidagenona.

Ao mesmo tempo em que a extracdo direcionada a fim de se obter um
produto tecnologicamente desenvolvido e que contenha flavonoides e
diterpenos, grupos quimicos aos quais tém sido atribuidas as atividades de S.
chilensis, pode ser inovadora e promissora, as dificuldades analiticas e
tecnoldgicas encontradas tornaram-se inerentes ao processo.

O extrato etanol:éter bruto possui complexidade e diversidade quimica
gue tornaram inviaveis a andlise direta por CLAE em fase reversa ou por CG,
devido a presenca de compostos apolares (terpenos) e polares (acidos
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fendlicos e flavonoides). Quando analisado por CLAE, além da incompleta
ressuspensdo da amostra em metanol, ndo h& separacédo dos constituintes de
baixa polaridade com os solventes metanol ou acetonitrila, pois a solidagena é
eluida somente com 100 % de fase organica, juntamente com outras
substancias apolares indesejadas na etapa analitica.

Outra possibilidade classica de estabelecimento de perfil quimico
caracteristico e de padronizacdo quantitativa € por meio da cromatografia a
gas. Entretanto, para tal € necessario que o extrato esteja livre de flavonoides e
acidos fendlicos, compostos néo volateis. Tentativas de purificacdo por SPE
também foram tentadas sem sucesso na separacdo dos compostos volateis
dos néo voléateis.

Além da dificuldade analitica, em termos de tecnologia farmacéutica
tornou-se inviavel a utlizacdo do extrato sem adicdo de adjuvantes que
permitam a ressuspensdo em agua e a fluidez do produto apds a secagem.
Desta forma, com vistas a continuidade do trabalho, utilizou-se polissorbato 80
e diéxido de silicio coloidal para a transformacdo do extrato bruto, com
natureza pastosa e insoltvel em alcool, em produto farmacéutico intermediario

vidvel para posterior processamento.

3.3.2 Obtencéao de extrato seco por asperséo

O extrato seco obtido por spray drying apresentou elevada solubilidade
em agua e com caracteristicas tecnoldgicas adequadas para os fins a que este
trabalho se propds. Grande parte dos trabalhos que descrevem a obtencéo de
extratos secos por aspersao esta relacionada com a utilizacdo do mesmo em
ciclos de producdo de formas farmacéuticas. Denominados, desta forma, de
produto intermediario de processo, os produtos secos sao valorizados devido a
sua elevada estabilidade quimica e microbiolégica, e maior facilidade de
transporte e de armazenamento, sendo a principal matéria-prima para a
indUstria de fitoterapicos (Soares et al., 2005; Oliveira et al., 2010).

Diversos fatores podem ter influéncia sobre a qualidade do produto
obtido. O tipo de adjuvantes empregado e 0s parametros operacionais do
equipamento (velocidade de rotacdo, temperaturas de entrada e saida), sdo
exemplos de fatores criticos do processo (Oliveira et al., 2010). Entretanto, ao
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longo de anos de trabalho e testes realizados com diferentes proporcdes e
tipos de adjuvantes bem como o0 comportamento do produto final, o
conhecimento do Grupo de Pesquisa em Tecnologia Farmacéutica da
Faculdade de Farmécia tornou possivel a selecdo de condi¢des e adjuvantes
adequados para a obtencéo de bons resultados.

Desta forma, o adjuvante de secagem utilizado foi didéxido de silicio
coloidal, pois além de apresentar caracteristicas de elevada superficie
especifica (200 m?/g) e alto poder sorvente, tem sido amplamente empregado,
apresentado excelentes resultados na obtencdo de produtos secos por
aspersdo a partir de solucdes extrativas de diferentes espécies vegetais (De
Campos, 1996; De Souza, 1997; Yatsu et al., 2011). De Paula e colaboradores
(1998) e Teixeira (1996) testaram a substituicdo do dioxido de silicio coloidal
por B-ciclodextrina ou por celulose microcristalina e observaram efeito negativo
destes sobre a estabilidade dos produtos obtidos frente & umidade residual em
extratos secos de Achyrocline satureioides (Lam.) DC. O mesmo efeito foi
observado para os extratos secos de Passiflora edulis Sims. Quando utilizado
apenas diéxido de silicio coloidal como adjuvante, as caracteristicas
tecnologicas foram melhores do que as observadas com o uso de hidrolisado
de gelatina (Gelita-Sol P) ou a mistura dos dois em diferentes proporgdes (De
Souza et al., 2004).

Para a obtencao do extrato seco de S. chilensis foi utilizado o diéxido de
silicio coloidal (33 % m/m) e a umidade residual final de 3,72 + 0,12 %
determinada por gravimetria pode ser considerada excelente e adequada.
Valores baixos de umidade favorecem a estabilidade quimica e microbiolégica
(Oliveira et al., 2010).

O rendimento do processo de secagem foi de 88 %, o que pode ser
considerado 6timo quando comparado a rendimentos obtidos em processos de
secagem semelhantes e que utilizaram diéxido de silicio coloidal como
adjuvante. Observou-se para Schinus terebinthifolius rendimento de 80 %
(Vasconcelos et al., 2005) e de 67 % para llex paraguariensis (Yatsu et al.,
2011).
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3.3.3 Caracterizacdo quimica qualitativa do extrato seco

Perfil quimico do extrato seco por aspersao por UPLC-PDA

O estabelecimento do perfil quimico ou impressdo digital por
cromatografia liquida de alta ou ultra eficiéncia é um parametro importante para
o controle de qualidade de plantas medicinais e derivados. Além do peffil
caracteristico que auxiliar4 na verificacdo da autenticidade do produto, € uma
ferramenta util na qualificacdo quimica de extratos vegetais e, nas fases de
desenvolvimento e controle de processo.

No caso do extrato seco por aspersao obtido de S. chilensis, a andlise
comparativa do perfil cromatografico antes e apds a secagem (Figura 3.3 e 3.4,
respectivamente) permite concluir que a temperatura e o tempo de contato com
o calor ndo causaram alteragcbes qualitativas em seus componentes
majoritarios.

Adicionalmente, a partir da analise do perfil do extrato seco, no mesmo
sistema cromatografico utilizado para avaliacdo do perfil quimico e identificacédo
dos principais componentes da droga vegetal, é possivel inferir a presenca dos
mesmos compostos majoritarios identificados na droga vegetal a partir da
solucéo extrativa metandlica. Desta forma, infere-se que no extrato seco de S.
chilensis também h& a presenca dos acidos 3,4-O-dicafeoilquinico, 4,5-O-

dicafeoilquinico; rutina e quercetrina.

149



6,002 6,118 BATT 6,610 7,136 7551 7,996
220,00 nm 220,00 nm 22000 nm 220,00 nm 220,00 nm 220,00 nm 220,00 nm
38(]34 35(1‘., 380, 38(},34 33(?54 380, SBC:,SS
AT ADAn] 2565 355 956 5 aodar| 2565 15 95k .5 A7BPec| 256 5 oo
377800 4~ﬁ~ uﬁg‘q% 2oA5 3%l 255, 3te | 25 3:‘:”5122? ﬁ/@\f.“ 4]*5, 34880
f 3 A I 0.0, \ ~

\ VoS / | VIV L SN s Vo N
\ AN (A N \ VARY |\ VT N
\ _ \ > \ - \ ~ \ \ . \
\ - \ T \ \ . \ / ‘.\ / \

\,

Figura 3.3: Cromatograma do extrato etanol:éter antes de ser submetidos a secagem
por aspersdo, obtido por UPLC-UV em 300 nm, empregando-se o método de preparo
de amostra e de analise cromatogréafica descritas no item 2.3.1.3. e espectros de UV
correspondentes aos picos assinalados.
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Figura 3.4: Cromatograma obtido extrato do seco por asperséo por UPLC-UV em 300
nm, empregando-se o método de preparo de amostra e de andlise cromatografica
descritas no item 2.3.1.3 e espectros de UV correspondentes aos picos assinalados.
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3.3.4 Qualificagdo quimica quantitativa do extrato seco

3.3.4.1 Determinacao dos flavonoides totais

A quantidade de flavonoides totais foi determinada por quantificacdo da
aglicona (quercetina) apos o extrato ser submetido as condi¢des de hidrolise a
de analise por CLAE conforme descricdo detalhada no Item 2.4. e preparacéo
de amostra no Item 3.2.6.1. Desta forma, obteve-se o teor de 82,73 mg de

guercetina/g extrato seco.

3.3.4.2 Determinacdo do teor de solidagenona - desenvolvimento e

validagdo de método analitico por densitometria

A utilizacdo da densitometria para a quantificacdo de produtos apolares
tem sido muito utilizada atualmente devido a confiabilidade dos resultados,
aliada ao baixo custo de analise e reduzido consumo de solventes, o que torna
o0 método analitica e ecologicamente recomendavel.

Neste trabalho, a quantificacdo por cromatografia em camada delgada
de alta eficiéncia - densitometria (CUPCCD) mostrou-se uma ferramenta
adequada ao propésito analitico, sendo que foi possivel demonstrar a
adequacdo dos parametros como linearidade, precisdo, especificidade e
recuperacdo as normas da ANVISA (2003) e da ICH (2005).

Especificidade e seletividade

Na Figura 3.5 (A) esta representado o densitograma obtido com a
aplicacdo, em banda, de 10 pL do extrato a 70 mg/mL. A comparacao deste
com o densitograma oriundo da aplicagdo da substéncia de referéncia
solidagenona (B), por meio da avaliacdo dos fatores de retengdo equivalentes,

s

permite inferir que o pico 6 da amostra é o analito de interesse. As
cromatoplacas foram submetidas a varredura em UV nos comprimentos de
onda de 210 a 400 nm para a obtencdo do espectro de UV caracteristico bem
como para a verificacdo de sua possivel coeluicdo no pico a ser quantificado.
Na Figura 3.6 (C) tem-se o espectro caracteristico da solidagenona que se

mostrou condizente com a literatura (Valverde-Soares et al.,, 2009),
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comprovando desta forma a identidade do composto e especificidade do
método.

A varredura espectral (200 a 400 nm) Figura 3.6 ndo indicou desvios nos
maximos de absorcdo (A) tampouco ndo foram observados

desvios de
correlacdo (B) nos diversos pontos de corte do pico 6, sendo evidenciada,
desta forma, a seletividade do método.
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Figura 3.5: Densitograma obtido extrato seco por aspersédo por CCDAP-densitometria
(A) e substancia de referencia solidagenona (B) em 254 nm, empregando-se o método
de preparo de amostra e de andlise cromatogréafica descritas no item 3.2.6.

To K wews

Figura 3.6: Espectro de UV obtido por varredura (200 a 400 nm) (A) e correlacdo
obtida entre os espectros (B).

ApoOs ensaios preliminares realizados com a amostra e a referéncia
visando estabelecer a faixa de concentracao ideal para trabalho, foi construida
curva analitica relacionando-se a quantidade de padrao (0,42; 0,84; 1,68; 3,36
e 5,04 ug) aplicada em cada banda e a resposta densitométrica oriunda da

absorvancia do analito em 254 nm. Desta forma, foram construidos dois
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graficos em duplicata e a equacédo obtida pela curva média (Figura 3.7) foi
determinada e utilizada para as quantificagdes do marcador nas amostras. De
acordo com as normas mencionadas, valores de r? iguais ou superiores a 0,99
indicam que a faixa crescente de concentracdes possui resposta proporcional e

linear em absorvancia, evidenciando, desta forma, a linearidade do método.
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Figura 3.7: Gréfico correspondente a curva analitica média construida com o padréo
solidagenona (A 254 nm) - Linearidade do método obtida por cromatografia em
camada delgada de alta eficiéncia - densitometria.

O densitograma (3D) obtido na determinacdo da curva analitica para o
parametro de linearidade do método esta representado na Figura 3.8.
Observam-se as respostas proporcionais aos acréscimos de concentracao.

Figura 3.8: Desitograma correspondente a curva analitica construida com o padrédo
solidagenona (A 254nm) - Linearidade do método obtida por cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia - densitometria.

Limite de deteccao e limite de quantificacao
O limite de deteccéo calculado, por angulo de inclinacdo da curva, foi

18,16 ng/banda e o limite de quantificacdo de 55,04 ng/banda.
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Experimentalmente também foram avaliadas as quantidades de 630, 420, 210,
105 e 52 ng/banda a fim de testar se o decréscimo de concentragdes
responderia proporcionalmente em area mantendo a linearidade do método até
o limite de quantificacdo. Na figura 3.9. esta representado o densitograma
obtido com o ensaio. Os valores de area foram plotados em grafico
concentracédo/banda versus area e a equacdo da reta obtida apresentou r? de
0,9984, denotando-se, desta forma, que a linearidade do método € mantida até

o limite de deteccéo.

Figura 3.9: Desitograma correspondente a curva analitica construida com o padrédo
solidagenona (A 254nm) - 630, 420, 210, 105 e 52 ng/banda - Limite de detec¢édo do
método obtida por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia -
densitometria.

Precisédo (intermediaria e repetibilidade)

Na Tabela 3.1 estdo representados os resultados obtidos no ensaio de
precisao intermediaria. Os teores médios de solidagenona variaram de 8,87 a
9,48 mg/g e os desvios padrédo relativos (DPR%) nas das analises realizadas
no mesmo dia e em 3 dias consecutivos foram adequados (< 5 %),

demonstrando-se, desta forma, que o método apresenta apropriada precisao.
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Tabela 3.1: Resultados do ensaio de precisdo intermedidria para o método de
determinacdo do teor solidagenona por cromatografia em camada delgada de alta
performance - densitometria.

Teor de

Dia n Areamédia+DPR  solidagenona I\D/Igdla (mgfg) + DPR %
(mg/g)
6393 + 0,25 9,13
1 2 6639 + 0,89 9,17 1.9
3 6264+1,3 8,85 9,05
1 6393 +0,21 9,13
2 2 6623 +0,63 9,54 9,48 3,47
3 68250,48 9,78
1 6261232 8,91
3 2 6143 +2,49 8,72 8,87 1,52
3 6351%151 8,98
9,13 + 0,33

Cada ponto corresponde a média de trés determinagbes; DP: desvio padrdo;
Concentracdo (mg/g): mg de solidagenona por grama de extrato; DPR: Desvio padrao
relativo (%); n: replicatas.

A repetibilidade do método, verificada por 6 analises realizadas no mesmo
dia, esta representada na Tabela 3.3. O teor médio de solidagenona foi de 8,71
+ 0,41 mg/g. O DPR observado para a sextuplicata foi de 4,7 %, o que

demonstra que o método apresenta adequada precisédo-repetibilidade

Tabela 3.2: Resultados do ensaio de repetibilidade para o método de determinagéo do
teor solidagenona por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia -
densitometria.

Teor de

Amostra Massas (mg) Areas médias solidagenona
(m/g)

1 353,53 5888,9 8,21

2 350,9 6393,4 9,13

3 353,55 5929,2 8,28

4 365,3 6639,2 9,17

5 353,2 6264,6 8,85

6 354,45 6123,0 8,58

Média + DP: 8,71 + 0,41 mg/g; DPR: 4,70%

Os resultados obtidos para o parametro exatidao estao representados na
Tabela 3.4. Foram obtidas recuperacoes de 97,28 a 101,69 % e média + DPR
de 99,48 + 3,13%, demonstrando que o método desenvolvido apresenta

exatidao satisfatoria.
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Tabela 3.3: Resultados do ensaio de exatiddo (recuperacdo) para meétodo de
guantificacdo de solidagenona por cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia - densitometria.

" - Recuperacao (%)
Nivel de Quantidade tedrica (ug) Quantidade

concentracao detectada (ug)
Baixo 2,36 2,4 101,69
(80%)
Médio 2,95 2,87 97,28
(100%)
Alto 3,54 3,49 98.58
(120%)

Média + DPR: 99,48 + 3,13
Robustez

A robutez do método foi avaliada, inicialmente, pela alteracdo dos
tempos de saturacdo da cuba cromatogréfica e pela quantidade de amostra
aplicada na cromatoplaca. O DPR (%) 2,77 observado entre as determinacdes
(Tabela 3.4) indica que as mudancas desses parametros nao afeta a
quantificacdo do marcador. Também foram testadas variacdes na distancia de
migracdo da fase movel (de 10 para 15 cm); alteracdo da proporcdo na fase
movel hexano: acetato de etila de (de 78:22 para 77:23). Essas variacdes
tiveram influéncia negativa sobre o método. Desta forma, o método
desenvolvido deve ser repetido nas condicOes estabelecidas para esses dois

altimos parametros.

Tabela 3.4: Dados do parametro robustez avaliados no método de quantificacao de
solidagenona por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia-densitometria.

Parametros Teor de solidagenona (mg/g)

Tempo de saturag&o (min)

0 9,05
15 9,16
60 8,58

Volume de aplicacdo da amostra (uL)
5 8,75
10 8,70
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3.4 Conclusdes

Em suma, o desenvolvimento tecnolégico de extrato seco, com
subsequente qualificacdo quimica em teor dos marcadores quimicos ativos
(flavonoides totais e solidagenona) bem como a caracterizacdo qualitativa da
presenca de compostos fenodlicos presentes na droga vegetal de origem, se
traduz em valor agregado para a obtencdo de produtos farmacéuticos
fitoterdpicos. Na continuidade dos estudos, a atividade farmacolégica desse
extrato padronizado bem como a viabilidade tecnolégica de emprego deste em

formulacdes farmacéuticas sdlidas sera avaliada.
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CAPITULO 4 - Avaliacdo da atividade gastroprotetora de extrato seco
padronizado obtido das inflorescéncias de Solidago chilensis Meyer







4.1 Introducao

A espécie Solidago chilensis tem uso reconhecido na medicina popular
brasileira para tratar distirbios gastricos, Ulceras intestinais, inflamacdes,
reumatismo, além do emprego como diurético e analgésico (Russo, et al.,
2008). Dentre os usos descritos anteriormente, destacam-se os destinados ao
tratamento de problemas gastricos e inflamacdes pelas evidéncias cientificas
corroborarem com o beneficio terapéutico de utilizacdo (Schmeda-Hirschmann
et al., 2002, Goulart et al., 2007; Liz et al., 2008; Tamura et al., 2010; Buccireli
et al., 2010).

A busca por novos produtos com acdo gastroprotetora e antillcera,
eficazes e com baixa toxicidade, € muito relevante no panorama atual no qual €
observado um aumento na incidéncia dessas patologias gastricas e que
aproximadamente 8 a 10 % da populacdo mundial € acometida por estas
desordens (Brzozowski, 2003; Boligon et al., 2014). No Reino Unido, além das
morbidades relacionadas a doenca, € estimado que uma a cada mil
pessoas/ano apresente complicagcbes graves, como hemorragias e
perfuracdes, ocasionadas por Ulceras pépticas. Cerca de 5 a 10 % destas
complicacBes podem ser fatais (Gonzalez-Pérez et al., 2014).

Fisiologicamente, a gastrite resulta de um processo inflamatério no
estbmago e pode ser dividida em trés principais tipos: atréfica (aguda), néo-
atréfica (cronica) e formas especiais, sendo que a forma crbnica é a mais
frequente. A Ulcera, de acordo com o National Institute of Diabetes and
Digestive and Kidney Diseases (2004), é caracteriza por uma lesdo no
revestimento do estbmago ou do duodeno (Porth, 2004) e é advinda do
desequilibrio entre os fatores agressivos e de protecdo da mucosa
gastroduodenal. Esse desbalanco pode ser o resultado da associacdo de
diversos fatores agressores enddgenos (acido, pepsina e bile) e exégenos
relacionados as condi¢cdes de vida (estresse, fumo, alcool, uso continuo de
drogas anti-inflamatodrias ndo esteroides, ingestao de determinados alimentos e
a presenca do Helicobacter pylori, além de predisposi¢cdo genética (Chan,
2002).

No Brasil, estudos conduzidos por Saul et al. (2007), indicaram que
Ulceras gastroduodenais atingem cerca de 3,3 % da populagdo (Ramakrishnan
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et al.,, 2007). Além disso, estipula-se que aproximadamente metade de toda
populacao esteja infectada pela bactéria H. pylori, um dos principais agentes
causadores de gastrite e que pode desencadear consequéncias danosas ao
trato digestorio, resultando em Ulceras e carcinomas. Desta forma, estas
patologias representam um importante problema de saude publica no pais
(Santin et al., 2010; Oliveira, 2010; Lemos et al., 2011).

Apesar do amplo conhecimento da fisiopatologia das Ulceras pépticas e
da disponibilidade de diversos farmacos, ndo ha um medicamento que produza
100 % de remissdo das ulceras. Além disso, somada a elevada incidéncia
mundial; a frequente necessidade de intervencdo endoscoOpica-terapéutica que
gera elevados custos; as elevadas taxas de reincidéncia, necessitando, muitas
vezes, de intervencdo cirurgica; o elevado custo dos medicamentos disponiveis
e a possibilidade de evolucéo clinica de gastrite para Ulceras e carcinomas,
novas estratégias terapéuticas de gastroprotecdo, com vistas a remissao ou
prevencdo da doenga mostram-se importantes (Lemos et al.,, 2011; Oliveira,
2010).

Neste contexto, Solidago chilensis, espécie nativa do Brasil e integrante
da Relagéo de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), possui
potencial gastroprotetor evidenciado por estudos in vivo realizados com
extratos, obtidos das inflorescéncias, folhas e raizes. Tanto a acdo anti-
inflamatoria da espécie, demonstrada pela inibicdo de diversas enzimas e
mediadores sistémicos como das mieloperoxidases, adenosina-desaminase,
TNFa, além de acdo na migragcdo de leucdcitos, neutréfilos e nos niveis de
oxido nitrico e interleucina-1 (Goulart et al., 2007; Liz et al., 2008; Tamura et al.,
2009), quanto o efeito gastroprotetor da solidagenona e de infusos obtidos das
inflorescéncias justificam essa atribuicdo terapéutica (Schmeda-Hirschmann et
al., 2002; Bucciareli et al., 2010).

A acao gastroprotetora observada por Bucciareli e colaboradores (2010)
apos a administracdo do infuso obtido das partes aéreas pressupfe que a
solidagenona néo é o Unico metabdlito da espécie que exerce a referida acao,
uma vez que pela completa insolubilidade do diterpeno em agua (solvente
extrator), este diterpeno ndo estaria presente no infuso. Nessas preparacoes foi
relatada a presenca de flavonoides e &cidos fendlicos e para os quais foi
atribuida a acdo anti-inflamatoria da espécie (Tamura et al., 2009).
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Desta forma, considerando-se que no desenvolvimento do extrato seco
foi planejada a extracdo direcionada a obtencdo das duas classe quimicas
mencionadas e que as andlises quali e quantitativas do extrato seco
padronizado de Solidago chilensis confirmaram a presenca de compostos
fendlicos e de solidagenona, a hipétese de que este produto possa ter acéo
multialvo sobre a gastrite foi desenvolvida. Assim, nesta etapa do trabalho foi
avaliado o potencial gastroprotetor do referido extrato e marcador quimico
isolado em relacdo a farmacos disponiveis no mercado. Para tal, foram
utilizados dois diferentes modelos experimentais de Ulcera aguda (etanol e anti-

inflamatério nao-esteroide).

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar pesando entre 90-140 ¢
procedentes do biotério central da Univali para o experimento realizado com o
extrato seco. Os ensaios com a solidagenona foram realizados em
camundongos fémeas com peso entre 40-80 g devido a quantidade de isolado
disponivel.

Os roedores escolhidos foram selecionados por possuirem a
fisiologia/patologia do sistema digestério, principalmente nos aspectos
relacionados a ulcera gastroduodenal, semelhante a do homem. Além disso, as
metodologias propostas sdo consagradas na literatura cientifica, sendo
utilizadas para avaliacdo da atividade antitlcera de compostos/extratos ha mais
de 50 anos. Atualmente ndo existem meétodos alternativos que nao utilizem
animais para a avaliacdo da atividade proposta neste trabalho.

Foram testadas as doses de 250, 125 e 50 mg/kg do extrato seco.
Adicionalmente, apos observacdo de acdo do extrato, para fins comparativos
da atividade também foi ensaiada a dose de 30 mg/kg de solidagenona. Para
cada dose foi utilizado grupo de cinco animais (n=5). O tamanho de amostra
utilizado foi fundamentado por estudos estatisticos prévios, 0s quais
demonstraram que para obtencdo de resultados confiaveis neste tipo de

avaliagdo, este € o numero representativo minimo de animais necessarios.
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Adicionalmente, artigos publicados nesta éarea, descrevem em suas
metodologias esse numero de animais por grupo de tratamento.

Os animais foram retirados do biotério 24 h antes da realizacdo de cada
experimento para ambientacdo e mantidos em caixas de polipropileno,
contendo maravalha, em sala com temperatura média de 22 °C e ciclos
controlados (claro/escuro 12 h cada), umidade relativa do ar de 60 %, com
racdo e agua ad libitum. Nas doze horas anteriores aos experimentos, 0S
animais foram mantidos em jejum e com livre acesso a agua, sendo adicionada
a caixa uma grade para inibir a coprofagia.

Os experimentos realizados sdo especificos para avaliagdo de acao
gastroprotetora. Apdés o0s tratamentos, os animais foram submetidos a
eutanasia por deslocamento cervical ou camara de CO,. As carcacas foram
acondicionadas em sacos plasticos adequados para descarte de material

biolégico e incineradas, conforme normas da Univali.

4.2.2 Avaliacao da atividade gastroprotetora

Para a avaliacdo da atividade gastroprotetora foram utilizados
experimentos que procuram mimetizar os distirbios gastricos em humanos,
baseados em fatores etiolégicos da doenca, como por exemplo, o uso de
farmacos antiinflamatérios ndo-esteroides e uso abusivo de bebidas alcodlicas.
Cada experimento constituiu-se dos grupos testes, controle positivo e negativo
(veiculo), dependendo da necessidade de cada modelo. Todos os
experimentos foram realizados com o auxilio da equipe do Prof. Dr. Sérgio

Faloni de Andrade.

4.2.3 Modelo de ulcera aguda induzida por etanol

O método utilizado foi descrito por Morimoto et al. (1991). Apés jejum de
12 h, os camundongos foram divididos em diferentes grupos (n=5). O controle
positivo foi tratado com carbexonolona 200 mg/kg; os controles negativos
receberam agua ou adjuvantes de formulacdo em dose de 100 mg/kg; os
grupos tratados receberam o extrato nas doses de 50, 125 e 250 mg/kg ou
solidagenona na dose de 30 mg/kg. Transcorrida uma hora, foi administrado
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aos animais 0,1 mL/10 g (peso animal) de etanol 96 % (agente lesivo) por via
oral e, apds mais 1 h, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical
ou camara de CO,. Em seguida, os estbmagos foram retirados e abertos ao
longo da curvatura maior e esticados entre em placas de vidro para que as
imagens pudessem ser captadas por scanner e, assim, analisadas pelo
software EARP, a fim de determinar-se o numero de lesdes e seus tamanhos.
Posteriormente, realizaram-se as medida da area total, area de lesdo (mm2) e,

por relacdo direta, foi determinado o indice percentual de gastroprotecao.

4.2.4 Modelo de Ulcera aguda induzida por antiinflamatorio ndo-esteréide

A metodologia utilizada foi adaptada daquela descrita por Rainsford
(1980). Apds o jejum de 12 h, os animais foram divididos em diferentes grupos
(n=5). O controle positivo foi tratado com ranitidina 100 mg/kg; os controles
negativos receberam agua ou adjuvantes de formulacdo em dose de 100
mg/kg; os grupos tratados receberam o extrato nas doses de 50, 125 e 250
mg/kg ou solidagenona na dose de 30 mg/kg. Uma hora apds as
administragcdes, os animais receberam 100 mg/kg de indometacina por via oral.

Transcorridas 12 h da administracdo de indometacina, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical ou em camara de CO,, 0s estdbmagos
retirados e abertos ao longo da curvatura maior. Apds serem esticados e
colocados entre placas de vidro para que as imagens pudessem ser captadas
através de scanner e analisadas pelo software EARP, a fim de determinar-se o
namero de lesdes e seus tamanhos. Posteriormente, realizou-se a medida da
area total, area de lesdo (mm?2) e, por relacdo direta, foi determinada o

percentual de prevencéao.

4.2.5 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo comité de ética da Universidade de Vale do

Itajai.
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4.2.6 Andlise estatistica

Para a analise estatistica dos resultados obtidos foi empregada a anélise
de variancia (ANOVA) e para comparacao das médias dos grupos testados foi
utilizado o teste de Dunnett, sendo que os valores com p<0,01 e p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos (Sokal, 1995).

4.3 Resultados e discusséao

Os resultados referentes a gastroprotecdo demonstrada pelo extrato
padronizado de S. chilensis em modelo de ulcera induzida por etanol estdo
apresentados na Figura 4.2 Os grupos tratados com 50, 125 e 250 mg/kg do
extrato demonstraram indices de gastroprotecdo significativos quando
comparado ao grupo controle negativo (p<0,05). O percentual de inibicdo para
as trés doses foi de 85 + 15 %, 77 £ 3 % e 83 + 9 %, respectivamente. Neste
mesmo modelo de inducdo de lesdo, a solidagenona, testada em
camundongos, também apresentou atividade gastroprotetora pronunciada
(Figura 4.3.). O indice de gastroprotecdo observado para a dose de 30 mg/kg
foi de 86 + 13 %, valor equivalente aos 89 + 5 % observado para o controle
positivo carbenoxolona na dose de 200 mg/kg.

A formacdo de lesbes na mucosa gastrica por etanol (agente
necrosante), envolve a reducdo de mecanismos de defesa gastricos (Kinoshita
et al., 1995) por diversos mecanismos tais como: reducao no fluxo sanguineo
gastrico, contribuindo no desenvolvimento de hemorragia € necrose;
solubilizagdo do muco presente no estdbmago, resultando em uma reducgédo da
diferenca de potencial transmucosa, aumentando o fluxo de ions Na* e K™ ao
limen, secrecdo de pepsina e perda de ions H* e de histamina no limen;
inducao do estresse oxidativo; aumento da atividade de xantina oxidase e dos
niveis de malondialdeido; e reduc&o nos niveis totais de glutationa nas células
da mucosa gastrica (Szabo, 1990; Marotta et al., 1999).

Sabe-se que a Ulcera gastrica pode ser uma patologia com inducéo
multifatorial e resultante do desequilibrio entre os fatores agressivos (HCI,
pepsina) e a habilidade da mucosa gastrica de se proteger e curar a si propria
(muco e secrecdo de HCOg', prostaglandinas, fluxo de sangue e 6xido nitrico)
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(Lu, 2006). Dentre os fatores associados, frequentemente destacam-se o
estresse, o fumo, deficiéncias nutricionais, uso de AINE, predisposicao
hereditaria e infeccao por H. pilory (Barros et al., 2008).

Considerando-se as importantes atividades do extrato e do diterpeno,
optou-se por avaliar o comportamento destes em modelo de ulcera induzida
por indometacina. Os resultados s&o apresentados nas Figuras 4.1 e 4.4. Os
indices de gastroprotegéo (%) foram 64 + 16%, 63 + 23% e 79 + 12% para 0s
grupos tratados com 50, 125 e 250 mg/kg do extrato, respectivamente. As
atividades gastroprotetoras (%) para as diferentes doses apresentaram baixa
variagdo com o aumento da dose. Esse acréscimo discreto talvez esteja
relacionado a lesdo observada no grupo controle tratado somente com
adjuvantes de formulacdo em dose de 100 mg/kg. Desta forma, infere-se que
guanto maior a dose, maior a quantidade de adjuvante e, consequentemente,
maior a possibilidade de lesdo da mucosa que nao estaria sendo protegida de
maneira proporcional & maior quantidade de ativo. Outra hipotese seria um
possivel platd de acdo nas doses testadas e o efeito dose-resposta mais
pronunciado  seria observado em doses menores. Entretanto,
independentemente, a atividade observada pode ser considerada 6tima quando
comparada ao controle positivo ranitidina (100 mg/kg), j& que na dose de 50
mg/kg o efeito observado (considerando-se o erro padrdo meédio) foi
semelhante ao do farmaco. Da mesma forma que o observado no modelo de
lesdo induzida por etanol, em modelo agudo de inducdo por AINE, a
solidagenona (30 mg/kg) apresentou acdo gastroprotetora pronunciavel e
comparada ao controle ranitidina (100 mg/kg) (Figura 4.4.).

Os AINE, como é o caso da indometacina, tém capacidade de inibir a
cicloxigenase, demonstrando fortes evidéncias que o efeito ulcerogénico destes
esta amplamente correlacionado a sua capacidade de suprimir a sintese das
prostaglandinas (PG). PG enddgenas regulam o fluxo sanguineo da mucosa,
proliferacdo de células epiteliais, regeneracdo epitelial, atividade imune da
mucosa, secre¢do de muco e de HCOg3 e secrecdo de acido. Assim, com a
inibicdo da sintese de prostaglandinas, haveria um enfraquecimento das
defesas da mucosa e a consequente reducdo na capacidade de resistir a
agressores (Chan, 2002). Porém, a diminui¢cdo na sintese de PG néo € a Unica
via responsavel pela formacdo de ulcera por AINE. Paralelamente, os AINE
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levam a um aumento dos niveis de mieloperoxidase e malondialdeido, ambos
responsaveis pelo dano oxidativo, além de reduzir a sintese de NO,
relacionado a secrecdo de muco, a regulagcdo do fluxo sanguineo e a
prevencado da peroxidacao lipidica (Suleyman et al., 2010). A acédo de extratos
etandlicos da espécie em diversas dessas vias foi observada em modelos in
vivo (Liz et al., 2007; Goulart et al., 2007; Tamura et al., 2009). Mesmo néo
sendo um modelo especifico, pode-se inferir que a gastroprotecado gerada por

S. chilensis provavelmente relaciona-se com a agéo multialvo do extrato.
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Figura 4.1: indice de gastroprotecdo promovido pela carbenoloxona (200 mg/kg; v.0.)
e pelo extrato S. chilensis (50-250 mg/kg; v.0.) em lesdes induzidas por etanol 96 %;
v.0.) em ratos (n = 5). Os resultados estao expressos em média + EPM.
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Figura 4.2: indice de gastroprotecdo promovido pelo ranitidina (100 mg/kg; v.0.) e pelo
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Figura 4.3: indice de gastroprotecdo promovido pela carnenoxolona (200 mg/kg; v.0.)
e pela solidagenona (30 mg/kg; v.0.) em lesBes induzidas por etanol 96%; v.0.) em
camundongos (n = 6). Os resultados estdo expressos em média + EPM.
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Figura 4.4: indice de gastroprotecdo promovido pela ranitidina (100 mg/kg; v.0.) e pela
solidagenona (30 mg/kg; v.0.) em les@es induzidas por indometacina 100 mg/kg v.0.)
em camundongos (n = 6). Os resultados estao expressos em média + EPM.

Schmeda-Hirschmann e colaboradores (2002) avaliaram o efeito
gastroprotetor da solidagenona em ratos submetidos a modelo de Ulcera
induzida por etanol. As doses de 100 e 200 mg/kg apresentaram efeitos
comparaveis ao do lansoprazol (20 mg/kg). Também no mesmo modelo agudo,
o infuso obtido das inflorescéncias de S. chilensis demonstrou acgéo
gastroprotetora discreta em doses de 125-2000 mg/kg quando comparadas ao
grupo néo tratado (p <0,05). Entretanto, o perfil fitoquimico desse extrato ndo
foi avaliado, o que torna empirica a comparacdo entre 0s ensaios realizados
com extratos da mesma espécie bem como com o produto isolado. Assim,
torna-se ainda mais evidente a importancia de utilizar extratos padronizados
em modelos farmacolodgicos.

Os experimentos com o extrato padronizado foram realizados em ratos e
agueles com a solidagenona, devido a quantidade de material disponivel, com
camundongos. Desta forma, a comparacao direta entre resultados obtidos n&o
€ possivel de ser feita. Entretanto, pode-se inferir que a solidagenona contribui
para a atividade gastroprotetora, porém nao é a uUnica responsavel pela acao.

Essa hipbtese, apesar de empirica, pode ser sustentada se for considerado
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que o teor de solidagenona no extrato padronizado € 9 mg/g e que, levando-se
em conta que na dose de 50 mg/kg, por exemplo, proporcionalmente haveria
menos de um mg da substéancia na dose administrada aos ratos. Entretanto, o
indice percentual de gastroprotecdo observado na dose de 50 mg/kg do extrato
foi cerca de 85% e a para a solidagenona a 30 mg/kg foi de 86%. Assim, poder-
se-ia inferir a existéncia de sinergismo relacionado com a acao dos flavonoides
sobre mediadores comuns ao processo inflamatério anteriormente descrito por

diversos autores (Liz et al., 2007; Gourlart et al., 2007; Tamura et al., 2009).

4.4 Conclusdes

Os modelos empregados neste trabalho permitiram a observacdo do
potencial gastroprotetor do extrato e foram observados bons indices de
gastroprotecdo em doses baixas. Os resultados sao orientadores para estudos
complementares em modelos crénicos bem como o estabelecimento de um

possivel mecanismo.

4.5 Referéncias

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
Portaria Ministerial MS/GM n° 971 de 03 de maio de 2006. Publica a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de
Saude. Diario Oficial da Uni&o, 04 mai. 2006a.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria.
Decreto n° 5.813, em 22 de junho de 2006. Publica a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Diario Oficial da Unido, 23 jun. 2006b.

Boligon, A.A.; de Freitas, R.B.; de Bruma, T.F.; Waczukc, E.P.; Klimaczewski,
C.V.; de Avilac, D.S.; Athayde, M.L.; Bauermann, L.F. Antiulcerogenic activity of
Scutia buxifolia on gastric ulcers induced by ethanol in rats. Acta

Pharmaceutica Sinica B, article in press, 2014.

173



Bucciarelli, A.; Minetti, A.; Milczakowskyg, C.; Skliar M. Evaluation of
gastroprotective activity and acute toxicity of Solidago chilensis Meyen
(Asteraceae). Pharmaceutical Biology, v.48(9), p. 1025-30, 2010.

Brzozowski, T. Experimental production of peptic ulcer gastric damage and
cancer models and their use in pathophysiological studies and pharmacological
treatment. Journal of Physiology and Pharmacology, v. 54, n. 3, p.99-126,
2003.

Chan, F. K. L.; Leung, W. K. Peptic-ulcer disease. The Lancet, v. 360, p. 933-
941, 2002.

Lemos, M. Estudo do perfil fitoquimico e avaliacdo da atividade
gastroprotetora do extrato hidroalcodlico, fracdes e subfracdes das
folhas da couve (Brassica oleracea L. var. acephala D.C.). 2010. 114 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Mestrado Académico em Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade do Vale do lItajali, Itajai, 2010.

Goulart, S.; Moritz, M.; Lang, K.L.; Liz, R.; Schenkel, E.P.; Frode, T.S. Anti-
inflammatory evaluation of Solidago chilensis Meyen in a murine model of

pleurisy. Journal of Ethnopharmacology. v.113 (2), p. 346-353, 2007.

Liz, R.; Vigil, S.V.; Goulart, S.; Moritz, M.l.; Schenkel, E.P.; FRdde, T.S. The
anti-inflammatory modulatory role of Solidago chilensis Meyer in the
murine model of the air pouch. Journal of Pharmacy and Pharmacology,
v.60(4), p.515-21, 2008.

Morimoto, Y. et al. Effects of the new anti-ulcer agent KB-5492 on experimental
gastric mucosal lesions and gastric mucosal defensive factors, as compared to
those of teprenone and cimetidine. Japanese Journal of Pharmacology, v.57,
p.495-505, 1991.

174



NATIONAL INSTITUTE OF DIABETES AND DIGESTIVE AND KIDNEY
DISEASES. What | need to know about peptic ulcers. National Institute of
Health , U.S. Department of Health hand Human Services, n. 5, p. 1-12, 2004.

Oliveira, L. F. S. Prospeccdo de novos produtos naturais e sintéticos
bioativos com atividade antimicrobiana frente a Helicobacter pylori. 2010.
121f. Monografia de Conclusdo de Curso (Mestrado) — Curso de Mestrado
Profissional em Farmacia, Universidade Bandeirante de Sado Paulo, S&do Paulo,
2010.

Oliveira, A.P.; Santin, J.R.; Klein Jr., L.C.; Lemos, M.; Bittencourt, C.M.S.;
Couto, A.G.; Cechinel-Filho, V.; Andrade, S.F. Gastroprotective activity of
methanol extract and marrubiin obtained from aerial parts of Marrubium vulgare
L. (Lamiaceae). Journal of Pharmacy and Pharmacology, v.63 (9), p. 1230-
1237, 2011.

Porth, C. M. Alteracbes na funcdo gastrintestinal. In: Porth, C. M.

Fisiopatologia. 6. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2004. p. 802-813.

Rainsford, K. D. Biochemical gastroprotection from acute ulceration induced by
aspirin and related drugs. Biochemical Pharmacology, v. 29, p. 1281-1289,
1980.

Ramakrishnan, K.; Salinas, R.C. Peptic ulcer disease. American Family
Physician., v.76(7), p.1005-12, 2007.

Russo, A.; Garbarino, J. Solidago chilensis Meyen et Kageneckia oblonga Ruiz
& Pav.: petite revue de leur profil antioxydant. Phytothérapie, v.6, p. 333-341,
2008.

Santin, J.R.; Lemos, M.; Klein-Junior, L.C.; Niero, R.; Andrade, S.F. Antiulcer
effects of Achyrocline satureoides (Lam.) DC (Asteraceae) (Marcela), a folk
medicine  plant, in different experimental models. Journal of
Ethnopharmacology, v.130, p.334-339, 2010.

175



Saul, C. et al.. Prevalence reduction of duodenal ulcer. a Brazilian study
(retrospective analysis in the last decade: 1996-2005). Arquivos de
Gastroenterologia, v.44, p.320-324, 2007.

Schmeda-Hirschmann, G.; Rodriguez, J.; Astudillo, L. Gastroprotective
activity of the diterpene solidagenone and its derivatives on
experimentally induced gastric lesions in  mice. Journal of
Ethnopharmacology, v.8, p.111-115, 2002.

Sokal, R.R.; Rohlf, F.J. Biometry. The principles and practice of statistics in
biological research, New York: W. H. Freeman Company, p. 887, 1995.

Tamura, E.K.; Jimenez, R.S.; Waismam, K.; Gobbo-Neto, L.; Lopes, N.P.;
Malpezzi-Marinho, E.A.L.; Marinho, E.A.V.; Farsky, S.H.P. Inhibitory effects of
Solidago chilensis Meyen hydroalcoholic extract on acute inflammation.
Journal of Ethnopharmacology, v.122, p.478-485, 2009.

176



Capitulo 5 - Obtencao da forma farmacéutica acabada a partir de

extrato seco padronizado







5.1 Introducéao

As formas farmacéuticas solidas sdo as mais comumente empregadas
pela industria farmacéutica de fitoterapicos devido as diversas vantagens
tecnolégicas, de estabilidade, facilidade de manuseio, transporte e
armazenamento (Sonaglio et al., 2003; Rocha et al., 2010). Além das
vantagens técnicas de producdo dessas formas farmacéuticas, os respectivos
medicamentos sdo considerados mais apropriados para a adesao dos usuarios
ao tratamento, devido a varios fatores como a precisdo da dosificacéo,
facilidade de acondicionamento e manuseio. Essa tendéncia industrial pode ser
mensurada ao ser avaliado o numero de medicamentos fitoterapicos
registrados, que, em 2008, representava 67,7 % das formas farmacéuticas
registradas na ANVISA e referiam-se a capsulas e comprimidos (Carvalho et
al., 2008).

Frequentemente, extratos vegetais secos por aspersdo séo utilizados
como produtos finais e intermediarios para a obtencéo de granulados, capsulas
e comprimidos devido a maior concentracdo de ativos somada a possibilidade
de se obter melhores caracteristicas tecnoldgicas pela adicdo de adjuvantes. A
transformacao deste produto intermediario em compridos por ser realizada por
compressao direta ou com granulacao prévia.

A compressdo direta envolve, basicamente, apenas trés estagios: a
pesagem (fracionamento) dos pdés que compdem a formulagdo, a mistura
destes e a compressao (Prista et al., 2008). Outra possibilidade de compresséo
consiste no preparo prévio de granulos ou granulados, que sdo aglomerados
de matérias particuladas com aspecto homogéneo, que apresentam dentre
outras vantagens melhores caracteristicas de fluxo e de compactacdo do que
as misturas pulvéreas originais (Aulton, 2005; Couto et al., 2000).

Apesar da compressao direta apresentar vantagens como o baixo custo
de producdo, de ser um processo com poucas etapas envolvidas, além do
menores consumo de energia e de tempo (Sa barreto & Cunha-Filho, 2009), ha
limitacbes reoldgicas caracteristicas de extratos secos, 0s quais, em geral
estdo presentes em alta concentracdo na formulacdo, o que frequentemente
inviabiliza sua utlizagdo neste processo. Dentre as caracteristicas

desfavoraveis mais relevantes, salientam-se as propriedades empacotamento,
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de fluxo, de coeséo ou de lubrificacdo insatisfatorias (Gohel & Jogani, 2005).
Estas estdo relacionadas as propriedades comuns aos extratos vegetais
obtidos por aspersdo que caracteristicamente possuem particulas finas, leves,
com baixa fluidez e compressibilidade, além da alta higroscopicidade (Minina,
et al., 1996; Soares et al., 2005).

A granulacao por via seca por desagregacéao resulta da agregacdo das
particulas solidas por meio de pressdo mecéanica. Esta pode ser oriunda de
maquina de comprimir ou por compactacdo em rolos (Soares, 2002) com
subsequente moagem dos compactos (briquetes) obtidos (Couto et al., 2000;
Herting, 2008).

Se a presséao aplicada for excessiva e prolongada, pode haver aumento
no tempo de dissolucao, por reducdo da porosidade, e comprometimento da
viabilidade da formulacdo. Porém, apesar desse possivel limitante de processo,
a granulagdo por via seca é a altermativa de escolha para extratos que
possuam substancia instaveis ou sem estabilidade conhecida em &gua,
higroscopicas, termossensiveis ou excessivamente solUveis nos liquidos de
molhagem utilizados na granulacado por via imida (Vila Jato, 2001; Bica, 2009).

Considerando as propriedades tecnologicas de extratos secos, em
diversos trabalhos tem sido empregada a granulacdo por via seca por
desagregacao a fim de contornar essas limitacdes (Couto, 2000; Soares et al.,
2002; De Souza, 2004; Spaniol, 2007; Petrovick, 2006, Bica, 2009) e os
resultados obtidos pelos pesquisadores citados nortearam o delineamento
experimental dos estudos de viabilidade tecnologica de obtencdo de
comprimidos a partir do extrato seco padronizado de Solidago chilensis.

5.2 Materiais e Métodos
A producédo de comprimidos resultou da compresséo do complexo
farmacéutico (CF) formado pela mistura do granulado de adjuvantes (GRADJ)

e do granulado de extrato seco (GRPSA) obtidos e caracterizados conforme

descrito a seguir.
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Matérias-primas

Agua ultrapura obtida em sistema Milli-Q (Millipore, Bedford/EUA).
Celulose microcristalina (Microcel® MC 102, Blanver, Cotia/Brasil, lote1255/08),
diéxido de silicio coloidal (Aerosil® 200, Evonik-Degussa, Frankfurt/Alemanha,
lote 3159071614), amidoglicolato de sédio (Explosol®, Blanver, Cotia/Brasil,
lote 1920109) e estearato de magnésio (Acros Organics, New Jersey/USA, lote
A0235781) foram os adjuvantes empregados na constituicdo dos complexos
farmacéuticos para producéo de briguetes.

Para a obtencdo dos granulados co-processados de adjuvantes
(GRADJ) se empregou como aglutinante metilcelulose (Methocel A15, Dow,
New York/USA, lote UL15012N21); como desintegrante amidoglicolato de sédio
(Explosol®, Blanver, Cotia/Brasil; lote 19201/97) e como material de
enchimento e carga celulose microcristalina (Microcel® MC 101, Blanver,
Cotia/Brasil; lote 221/05). No complexo farmacéutico final empregou-se,
novamente, o lubrificante estearato de magnésio (Acros Organics, New
Jersey/USA, Lote A0235781).

Equipamentos, acessorios e correlatos
= Agitador de tamises para andlises granulométricas Bertel com tamises

segundo as normas da Farmacopeia (2010);

= Aparelho de desintegracdo acoplado ao motor J. Engelsman modelo JEL
— 70, de acordo com a Farmacopéia (2010);

» Destilador de &agua modelo 2008, Labortechnik (Central de
aguas/FAR/UFRGS);

= Durdmetro Schleuninger 2E;

» Granulador oscilatorio Erweka do tipo FG acoplado a motor Erweka AR
400.

» Maquina de comprimir alternativa Korsch EKO com punc¢des simples

circulares, planos, facetados de 12 mm;
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= Misturador sigma (malaxador) Erweka KM 5 acoplado a motor Erweka
AR 400;

= Misturador tipo cubico Erweka KB5 acoplado a motor Erweka AR 400;

= Misturador tipo Y com capacidade de 2 L acoplado a motor Erweka AR
400;

= Moinho granulador de rolos sulcados TG Erweka, acoplado a motor
Erweka AR 400;

» Purificador de agua Milli-Q Plus Millipore (Central de
aguas/FFAR/UFRGS);

» Volumetro de compactac¢éo J. Engelsmann (EUROPEAN, 1997).
» Estufa de ar circulante Lawes 30 B/CLP

5.2.1 Obtencao de granulados de extrato seco por aspersao

Os granulados contendo o PSA foram obtidos por via seca, a partir da
producdo dos briquetes, devido a possibilidade de degradacdo dos
constituintes ativos bem como a formacdo de massa pegajosa quando
umidificada, o que inviabilizaria a granulagéo por via imida.

Para a producdo de briquetes contendo PSA se utilizou a formulacdo
gue obteve as melhores caracteristicas tecnoldgicas de acordo com Petrovick
(2006), acrescida do desintegrante amidoglicolato de sdédio conforme Bica
(2009).

A formulagdo ponderal foi constituida de PSA (70%), celulose
microcristalina tipo 102 (26,5%) como material de enchimento/aglutinante seco,
mistura de diéxido de silicio coloidal (2%) e estearato de magnésio (0,5%)
como sistema lubrificante e amidoglicolato de sédio (1%), como desintegrante.
O PSA, a celulose microcristalina e o amidoglicolato de sodio foram
misturados, apos passagem em tamis de 106 pm, durante 15 min em
misturador tipo Y a 36 rpm. Posteriormente, adicionou-se a mistura lubrificante,

continuando-se a mistura por mais 5 min.
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Os compactos foram obtidos por compressdo direta em maquina de
comprimir alternativa, equipada com alimentador e dotada de punc¢des simples,
circulares, facetados de 12 mm de diametro. Procurou-se obter compactos de

cerca de 700 mg, com espessura de 3 mm e com dureza superior a 50 N.
5.2.1.1 Caracterizagdo dos compactos

Mesmo ndo sendo o produto final, os briquetes obtidos foram
caracterizados quanto ao peso médio, dureza, densidade aparente e
espessura, uma vez que estes resultados, devido a similaridade em relacéo a
producdo de comprimidos, podem ser preditivos das caracteristicas
compressionais do complexo farmacéutico (CF) e especificam sua qualidade

processual.

Determinagao da aparéncia e das dimensdes (USP, 2011)
Avaliaram-se aspectos visuais, tais como homogeneidade de coloracéo
e textura da superficie. Com auxilio de paquimetro digital se mensurou a

espessura e o diametro de 20 compactos.

Determinacdo do peso médio (FARMACOPEIA, 2010) e densidade
aparente (Ritschel e Bauer-Brandl, 2002)

Realizou-se a pesagem individual, em balanca analitica de 20
compactos do PSA. A densidade aparente (psp) foi calculada se utilizando a

equacéao 1.
m
=——>—(q. 1
Pap =7 (€4 1)

Onde, m = peso médio dos compactos (mg); r = raio (cm) da superficie e h =

espessura (cm) do compacto.

Determinacao da dureza (FARMACOPEIA, 2010)
Mediu-se a resisténcia ao esmagamento radial de 20 compactos com

auxilio de durébmetro.
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5.2.1.2 Granulacdo dos compactos de PSA

A granulacdo dos compactos de PSA (GRPSA) foi realizada em moinho
granulador de rolos sulcados. A seguir foram tamisados em malha de 0,85 mm,
sendo que a porcéo que ficou retida foi novamente cominuida em granulador
oscilatorio até a passagem de todo o produto pela malha de 0,85. A sele¢éo foi
realizada com auxilio de tamises de abertura de malha 0,250; 0,425; 0,500;
0,600; 0,710 e 0,850 mm em aparelho de tamisacéo vibratério durante 15 min.
A faixa granulométrica de 0,25 a 0,85 mm foi a selecionada. Para o calculo do
rendimento foi considerado o percentual de granulados dentro da faixa
estipulada de 0,85 a 0,25 mm, em relacdo a massa inicial de briquetes.

5.2.1.3 Caracterizacdo do GRPSA

Analise granulométrica

a) Determinacéo granulométrica por tamisacdo (FARMACOPEIA, 2010)

Cerca de 50 g do granulado foram submetidos a passagem por tamises
com abertura de malha de 0,250; 0,425; 0,500; 0,600; 0,710; 0,850 mm, em
tamisador vibracional. A andlise foi realizada com trés repeticoes.

b) A avaliacdo das densidades bruta e compactada, fator de Hausner
(FH), indice de compressibilidade (IC) e indice de densificacdo (ID) (Hausner,
1967; Carr, 1965; Voigt, 2005).

As densidades bruta e compactada foram determinadas utilizando-se 2,0
g de granulado em proveta de 10 mL. Realizaram-se trés repeti¢cdes para cada

amostra.

Determinagado do conteudo do marcador solidagenona
O conteudo solidagenona foi determinado por preparo de amostra e

método analitico validado e descritos no capitulo 3.

5.2.2 Obtencao dos granulados de adjuvantes (GRADJ)

A formulacéo utilizada na granulacéo por via imida por desagregacao foi

constituida de amidoglicolato de sddio (3,6 %, m/m), amido pré-gelatinizado
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(19,0 %, m/m) e celulose microcristalina (g.s.), otimizada e selecionada por
Bica (2009).

Mistura dos adjuvantes
A producdo de lote de 300 g de GRADJ foi realizada utilizado-se
misturador cubico para a mistura dos componentes da formulagdo, em

velocidade de 23 rpm durante 15 min.

Umedecimento
No modo in situ, aspergiu-se agua, de forma intermitente, sobre a matriz
pulvérea contida em misturador em sigma até o ponto de massa. A quantidade

de agua consumida no processo foi determinada por pesagem.

Granulacdo da massa Umida

A massa Umida foi submetida a passagem através de tamis com
abertura de malha de 1,0 mm, empregando-se forca manual e auxilio de
espatula plastica flexivel. Os granulados obtidos foram depositados sobre papel

manteiga e levados a estufa para secagem.

Secagem
Os granulados Uumidos foram colocados em estufa de ar circulante a
temperatura de 40 °C £ 0,5 °C, durante 16 h.

Calibracéo granulométrica
Na calibracdo granulométrica foram selecionadas as particulas com

tamanho entre 250 e 850 pm.

5.2.3 Producéo do complexo farmacéutico

O CF foi preparado com base nos percentuais ponderais de GPSA como
fase interna (71,4 %) e GRADJ como fase externa (28,1 %) conforme otimizado
e empregado por De Souza (2004) e Bica (2009). Previamente a mistura das
fases interna e externa, ambas tiveram a faixa granulométrica ajustada para

tamanho intermediario a 0,250 - 0,850 mm. Esse procedimento visa garantir a
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homogeneidade na etapa de mistura. Em seguida, a mistura foi adicionada de
estearato de magnésio (0,5 %), como lubrificante antiaderente na fase externa.

A mistura dos granulados foi realizada em misturador cubico durante 5
min a 36 rpm. Apds, adicionou-se 0 estearato de magnésio e, na mesma
velocidade de rotacdo, a mistura foi mantida por mais 5 min. Devido a diferenca
de coloracdo entre os granulados da fase interna e externa foi possivel

visualizar homogeneidade da mistura.
5.2.3.1 Caracterizacdo do CF

A avaliacdo das densidades bruta e compactada foi realizada de acordo
com GUYOT e col., 1995, modificado, além do fator de Hausner, indice de
compressibilidade e indice de densificacdo (HAUSNER, 1967; CARR, 1965;
VOIGT, 2005).

Determinacao da perda por dessecacao (FARMACOPEIA, 2010)

A determinacdo da perda por dessecacdo foi realizada por método

gravimétrico com auxilio de estufa de secagem a 105 °C.

Determinacado do conteudo do marcador solidagenona
O conteudo solidagenona foi determinado por preparo de amostra e
método analitico validado e descritos no capitulo 3.

5.3 Producao dos comprimidos

Apos testes prévios e fundamentados no trabalho de Bica (2009),
decidiram-se os parametros de ajuste da maquina. A maquina de comprimir foi
ajustada para obtencdo de comprimidos com massa de 700 mg (+ 12,5 mg) e
os comprimidos obtidos durante a regulagem do equipamento foram

descartados nos ensaios de caracterizagao.
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5.3.1 Caracterizacdo dos comprimidos

Determinacao da aparéncia e das dimensdes (USP, 2011)
A aparéncia foi avaliada, visualmente, quanto a homogeneidade de
coloracdo e textura da superficie. As dimensdes foram medidas por meio da

mensuracao em paquimetro digital da espessura central (h) e, diametro (d).

Determinacao do peso médio (FARMACOPEIA, 2010)

Realizou-se conforme preconizado pela Farmacopeia Brasileira 5 ed.

Perda por dessecacédo (FARMACOPEIA, 2010)
A determinacdo da perda por dessecacdo foi realizada por método
gravimétrico com auxilio de estufa de secagem a 105 °C. Cada comprimido foi

individualmente pesado e transferido para pesa-filtro previamente tarado.

Determinacao da dureza (FARMACOPEIA, 2010)
A dureza de 20 comprimidos foi determinada medindo-se a resisténcia

ao esmagamento radial em durémetro.

Uniformidade de contetdo

Analisaram-se, individualmente, 10 comprimidos em relacdo ao teor do
marcador solidagenona, empregando-se método analitico densitométrico,
desenvolvido e validado conforme descrito no capitulo 3. As amostras de
comprimidos foram cominuidas em gral com auxilio de pistilo, transferidas
analiticamente para béquer no qual, apos a adicdo de 3 mL de metanol, foram
mantidas sob agitacdo por 5 min. Transcorrido o tempo, as amostras foram
filtradas, em papel filtro, para baldo volumétrico de 5 mL e o volume ajustado

com metanol.

5.4. Resultados e discussao

Obtencéao de granulados de extrato seco por aspersao e de adjuvantes
A producéo dos briquetes foi realizada com parametros padronizados
em estudos anteriores desenvolvidos no laboratério de tecnologia farmacéutica
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UFRGS (Petrovick, 2006; Bica, 2009) e sob condicbes controladas de
temperatura (20 °C) e umidade (44 %). O rendimento resultante do processo foi
de 93 %, sendo que as perdas podem ser atribuidas, principalmente, as
tentativas de ajuste de posicdo dos puncdes. Durante o processo nao foi
observada aderéncia do produto os puncfes ou alimentador. Também né&o
foram observados os eventos de laminacgdo, escurecimento ou percolagao.

A caracterizacdo dos briquetes foi realizada com intuito de predizer as
caracteristicas dos comprimidos obtidos pela compressdo do complexo
farmacéutico. Desta forma, por amostragem aleatéria determinou-se o peso
médio de 719,9 + 0,03 mg (DPR: 4,15 %) para os compactos. A espessura,
mensurada em paquimetro digital apresentou valor médio de 3,72 + 0,02 mm
(DPR: 0,52 %) e dureza média de 78 £ 6 N (DPR:7,9 %). Os valores obtidos
estdo de acordo com os descritos nos trabalhos citados e considerados
adequados para que esta forma farmacéutica intermediaria seja empregada de
forma a obter resultados satisfatérios na producdo dos granulados.

O processo de granulacdo teve como objetivo a melhora nas
propriedades reoldgicas e prevencado da segregacdo de pos durante a mistura,
objetivo plenamente atingido se avaliado o teor de marcador na amostragem.
As condic¢des e parametros utilizados demonstraram os resultados de trabalhos
prévios de granulacdo por via seca de formulacbes com alto teor de extratos
secos vegetais (Couto, 2000; De Souza, 2004; Soares, 2005; Petrovick, 2006;
Spaniol, 2007; Bica, 2009).

Apoés a caracterizacdo, os mesmos foram desagregados em granulador
de rolos sulcados e posteriormente em granulador oscilatorio respeitando a
faixa de tamanho de particulas selecionada de 0,25 a 0,85 mm e conforme
padronizado por De Souza (2004) e Spaniol (2007). O rendimento deste
processo de calibracdo granulométrica foi de 72,81 %. As particulas maiores de
0,85 foram reprocessadas e as menores de 0,25 mm foram descartadas.

Neste granulado calibrado, a avaliagdo da umidade residual evidenciou
teor de 4,02 % agua. Este valor pode ser considerado adequado a estabilidade
guimica e microbiologica para produtos solidos com armazenamento nao
hermético, de acordo com List e Schimidt (1989).

Na tabela 5.1 estdo apresentadas as densidades bruta e de
compactacao do produto seco por aspersao e do granulado do produto seco.
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Observa-se que os valores diferem entre si e demonstram melhora em termos
tecnologicos, uma vez que a granulacdo e adicdo de adjuvantes tornou as

particulas maiores, aumentando a densidade e facilitando o empacotamento.

Tabela 5.1: Resultados da analise densitométrica do PSA e GRPSA.

Parametro PSA GRPSA
Média + s (DPR%) Média + s (DPR%)

Densidade bruta (g/mL) 0,3335 +£ 0,001 (0,39) 0,472+ 0,06 (1,24)

Densidade compactada (g/mL) 0,4549 £+ 0,007 (1,55) 0,511 + 0,06 (1,24)

Fator de Hauser 1,36 1,08
indice de Carr (%) 26,7 +1,4 7,32+272
indice de densificacdo (ml) 4,33+0,12 0,57 +0,11

Os indices derivados da analise do comportamento do empacotamento
sdo guias tedricos que avaliam a estabilidade da ocupacdo volumétrica e
podem ser considerados como indicadores indiretos de propriedades de
movimentagdo. Os valores apresentados na tabela 5.2 atestam a
adequabilidade dos granulados para a posterior producdo de comprimidos,
sendo que os valores observados sao inferiores aos descritos na literatura (<
1,25 para FH e < 15% para IC) e considerados indicativos de boas
caracteristicas reoldgicas (Vila jato, 2001; Wells, 2005).

Visualmentente, possibilitado pela diferenca de cor entre o PSA e
adjuvantes, ndo se observou o fenbmeno de percolagdo. Entretanto, esse
parametro foi avaliado experimentalmente pelo doseamento do teor de
marcador em trés amostras da mistura de poés e trés amostragens do
granulado. Além de auxiliar no acompanhamento dos parametros tecnolégicos,
a determinacado das caracteristicas quimicas durante o processo é fundamental
quando se objetiva o produto acabado devido a relacdo com as resposta
terapéutica e toxicologica almejadas. Assim, tanto a mistura de pos quanto o

granulado seco foram avaliados em relagéo ao teor de marcador. Na figura 5.2
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estd demonstrado que nao houve alteracdo do perfil quimico apds a

granulacao.

- . - 800
o0 Mistura de pés GRPSA

solidagenona

400 solidagenona

(e =]
~

£ A 47 OR7 11 187 ” Q0 ~ 1 ” 17
33 0,17 06 7 67 2 033 017 067 117 87 317

Figura 5.2: Densitograma obtido pela analise da mistura de pos e do granulado
do produto seco por aspersdo (GRPSA) em 254 nm.

Os teores médio de solidagenona + DPR de 1,1 + 4,8 e 1,24 + 4,33 mg/g
para a mistura de pos e granulado dos compactos, respectivamente,
corroboram com a homogeneidade da mistura observada visualmente
inicialmente pela coloracdo, 0 que caracteriza auséncia de percolacdo. A
andlise quimica também permite inferir que ha estabilidade da formulacéo
frente ao processo pela manutencdo quali e quantitativa dos teores do
marcador, além da observacao da auséncia de formacéo de pico adicional em
254 nm. A diferenca entre os teores € desprezivel se levados em conta os

desvios da média.

Producéo do CF e dos comprimidos
O CF, obtido pela mistura de do GRADJ e GRPSA adicionados de
estearato de magneésio foi caracterizado quanto as suas densidades, conforme

apresentado na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2: Resultados da analise densitométrica do CF.

Parametro Complexo farmacéutico
Média + s

Densidade bruta (g/mL) 0,423 £ 0,02

Densidade compactada (g/mL) 0,501 + 0,03

Fator de Hauser 1,18

indice de Carr (%) 7+18

indice de densificagdo (ml) 0,8+0,26

Os valores de densidades e indices preditivos de propriedades de
movimentacdo mantiveram-se adequados para o CF quando comparados aos
obtidos para o GRPSA, o que viabilizou a posterior producédo dos comprimidos.

Os comprimidos foram obtidos em maquina alternativa, com 0os mesmos
parametros e puncgdes utilizados para a producao dos briquetes. O rendimento
de processo foi de 90 % tendo em vista a quantidade de CF produzida e a
massa de comprimidos total e o0s resultado de caracterizacdo estao
representados na Tabela 5.3.

A perda por dessecagdo realizada individualmente com os compridos
demonstrou presenca de 4,02 £ 0,1 % de materiais volateis. Esse valor esta

dentro das especificacbes recomendadas para formas soélidas.

Tabela 5.3: Avaliacao do peso médio, densidade aparente, espessura, dureza
e perda por dessecacao dos comprimidos.

Parametro Comprimidos

Média = s (DPR)
Peso médio (mg) 699,4 + 12,02 (1,77)
Densidade de aparente (g/cm®) 1,06 £+ 0,4
Espessura (mm) 5,42 +£0,31
Dureza (N) 90,22+ 2,5
Perda por dessecacéo 4,02+0,1
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O coeficiente porcentual do peso médio observado, inferior a 2 % e a
diferenca menor do que 1 % do peso médio planejado (700 mg) além de
atenderem as especificacbes farmacopeicas, corroboram com o0s valores
indicativos do comportamento de fluxo do CF empregado.

A uniformidade de conteudo foi realizada por doseamento do marcador
solidagenona nos comprimidos. Por meio desta determinagdo € possivel
verificar a homogeneidade das misturas além da estabilidade do produto
durante o processo de compressdo. Desta forma, o valor obtido para os
comprimidos de 0,88 + 0,29 mg/g pode ser comparado aos valores de 1,1 + 4,8
e 1,24 + 4,33 mg/g para a mistura de pés e GRPSA quando considerado que
cada comprimido possui 71,92 % de GRPSA. Esses valores, analisados em
conjunto, sugerem estabilidade do marcador ao processo bem como
uniformidade de distribuicdo do marcador.

Na caracterizacdo de comprimidos, o ensaio de cedéncia tem grande
importancia por informar do tempo necessario para que haja a liberacdo dos
marcadores e se 0s adjuvantes de formulacdo estdo adequados, ou seja, nao
interferem expressivamente neste parametro. Nesta estapa do trabalho néo foi

possivel finalizar este ensaio devido a necessidade de otimizar e validar

método analitico mais sensivel do que a densitometria.

5.5 Conclusdes

Com os resultados obtidos € possivel confirmar a viabilidade de
producdo de comprimidos de Solidago chilensis a partir de granulados de
extrato seco por aspersao e granulado co-processado de adjuvantes, uma vez
os resultados obtidos para as propriedades mecanicas e uniformidade de

conteudo foram totalmente satisfatorios frente as exigéncias farmacopeicas.
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A espécie Solidago chilensis, foi selecionada como tema central do
trabalho desenvolvido e apresentado nesta tese, apds revisdo bibliografica
detalhada e indicativa de potencial uso terapéutico bem como a necessidade
de aprofundamento em estudos quimicos, farmacologicos e de viabilidade
tecnoldgica de producéo de produto acabado. Desta forma, o presente trabalho
delineou-se para agregar conhecimentos a utilizacdo da espécie e fornecer,
desta forma, mais subsidios cientificos para as politicas publicas de saude
avaliarem a continuidade ou ndo desta espécie integrante da RENISUS na
cadeia produtiva de fitoterapicos.

A revisdo sistematica, apresentada no capitulo 1, evidencia a
distribuicdo global do género (Quadro 1.1), porém com maior niumero de
exemplares distribuidos em solo norte-americano e europeu. No Brasil é
relatada ocorréncia somente da espécie tema deste trabalho, o que pode ser
uma vantagem se considerada a possibilidade de substituicdes intragénero,
comuns na comercializacéo de plantas medicinais e derivados.

A grande semelhanca fenotipica, em especial na época de floracdo, &
responsavel pela caracterizacdo genérica de “Goldenrod” (vara-de-ouro)
(Centeno, 2003; Russo et al., 2008) atribuida aos exemplares do género. Essa
dificil distincdo entre as espécies em floracdo, especialmente em paises de
maior ocorréncia natural, também tem implicacdes no uso popular. Essa
confusdo € praticamente impossivel de ser evitada sem a realizacdo de
trabalho especializado, pois o farmacégeno sdo as partes aéreas floridas e o
ciclo de vida do vegetal é sazonal e o caule subterraneo. Em época de
reproducéo vegetal, ocorre o brotamento dos ramos e, quando completado o
ciclo, a parte aérea seca e desaparece.

A indistingcdo entre algumas espécies ndo se restringe ao conhecimento
popular, pois 0 uso terapéutico especifico dos exemplares europeus e norte-
americanos também ndo é consensual em literaturas cientificas. Essa
afirmacdo é suportada ao serem avaliadas as espécies com maior numero de
informacdes cientificas: Solidago virgaurea L. (nativa da Europa e Asia),
Solidago gigantea L., Solidago odora Aint e Solidago canadensis L. (nativas da
Ameérica do Norte) e que tém uso descrito em importantes 0rgdos europeus
como a ESCOP e Comissao E (Centeno, 2003; Melzing, 2004; Choi et al.,
2005; Russo et al., 2008).
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O fato de a Comissdo E considerar que as espécies e hibridos sdo
terapeuticamente intercambiaveis pela presenca dos mesmos grupos quimicos
(saponinas, flavonoides, terpenos) originou a apresentacao comercial da droga
vegetal como uma mistura de espécies: Solidaginis herba = Goldenrod herba
(mistura de S. canadensis, S. gigantea e hibridos ou mistura das espécies). No
entanto, talvez por ver com mais cautela essa indistingdo, a ESCOP viabilizou
também outra forma comercial da droga: a Solidaginis virgaurea herba =
European goldenrod herba (S. virgaurea) (Blumenthal, 2000; Centeno, 2003).

Se analisada a composicdo quimica (Quadros 1.2; 1.3 e 1.4) é clara a
distincdo quimica entre as espécies, apesar dos constituintes pertencerem
basicamente ao grupo das saponinas, fendlicos e terpenos. Somado a isso,
tanto a S. virgaurea, a S. canadensis bem como a mistura de S. canadensis e
S. gigantea, possuem critérios quimicos de diferenciacdo definidos por
monografias farmacopeicas (Farmacopeia Britanica, 2009 e 2011).

A presencga de saponinas, por exemplo, € comum as duas especies, no
entanto, para a S. virgaurea € preconizado o conteudo de 2 a 6 % de
saponinas triterpénicas, sendo que mais de 30 % sao derivadas do &acido
poligalo bisdesmosidico e virgaureageninas. Ja para a Solidago canadensis, 0
conteldo de saponinas é de cerca de 9 a 12 % e estas sao,
predominantemente, glicosideos derivados da baiogenina (nucleo triterpénico
derivado do acido oleandico) (Blumenthal, 2000). Da mesma forma, enquanto o
conteudo de flavonoides totais para S. virgaurea € cerca de 1,5 %, na
monografia farmacopeica de Solidaginis Herba € preconizado o minimo de 2,5
%. Em relag&o a constituicdo, a diferenca mais marcante esta na presenca dos
heterosideos fendlicos bidesmosidicos leiocarposideo (0,01-0,14 %) e
virgaureosideo A (0,08-0,48 %) relatadas somente para a S. virgaurea. Aquele
esta relacionado a atividade diurética da espécie (Bader et al., 1992;
Blumenthal, 2000; Centeno, 2003). Portanto, tais evidéncias expostas devem
ser levadas em consideracdo especialmente por que grande parte dos estudos
quimicos e farmacoldgicos sdo mais recentes do que as Ultimas edi¢cbes da
ESCOP e Comisséao E.

O uso recomendado, tanto pela Comissdao E quanto pela ESCOP,
remete a preparacdo de infusbes (3-4 g/150 mL) para tratar casos de

inflamacéo e infec¢éo no trato urinério, litiase e como agente diurético. Esses
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usos sao respaldados por ensaios in vivo e clinicos (Racz-Kotilla et al., 1978;
Metzner et al., 1984; Pfannkuch et al., 2002; Bauer et al., 2003; ESCOP, 2003;
Borchert, 2004), descritos detalhadamente no item 1.1.5.

A Solidago chilensis é considerada a equivante sul-americana dessas
espécies comercializadas na Europa (Russo et al., 2008), especialmente nas
indicagbes de uso popular para o tratamento de disturbios no trato urinario e
processos inflamatoérios, sendo utilizada também em substituicdo a Arnica
montana (Goulart et al., 2007).

Diversos estudos tém evidenciado a atividade anti-inflamatoria das
partes aéreas de Solidago chilensis, na forma de extratos obtidos com diversos
solventes, tanto na resposta aguda quanto cronica da inflamacé&o, em que a
sua atividade esta relacionada a inibicdo da liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios e reducéo da infiltracdo de leucdcitos. Na resposta a inflamacéo
crdnica, detaca-se o0 ensaio clinico realizado com solucdes extrativas etandlicas
de partes aéreas da espécie para tratamento da lombalgia. A composicéo
quimica conhecida para Solidago chilensis contempla, basicamente, trés
classes quimicas: terpenos (mono, sesqui, di e triterpenos), flavonoides e
acidos fendlicos. Dentre os diversos constituintes descritos, destaca-se a
presenca de solidagenona (diterpeno labdano) em raizes, folhas e
inflorescéncias.

No entanto, ndo hé relatos na literatura sobre a qualificacdo de produtos
tecnologicos, 0 que constitui uma importante limitacdo para a producdo de
medicamento fitoterapico. Neste contexto, na primeira etapa do trabalho
buscou-se o0 estabelecimento dos padrdes fisico-quimicos e quimicos da
espécie.

Os ensaios fisico-quimicos, como a determinacédo de cinzas totais, por
exemplo, apesar de serem inespecificos, sdo de fundamental importancia como
informagdo complementar para o controle de qualidade detectar adulteragbes
inorganicas. Para Solidago chilensis, o teor médio de cinzas totais (média = dp)
foi de 6,57+ 0,12% e, apesar de ndo haver dados na literatura para a espécie,
quando esse valor é comparado ao limite de 7% estabelecido pela
Farmacopeia Britanica (2011) para espécies do género, podemos inferir que
estd adequado ao limite oficial e que o pode ser utilizado como parametro para
a espécie. O mesmo raciocinio pode ser transposto a perda por dessecacao
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que apresentou teor meédio de 9,77 + 0,39%, valor este abaixo do limite de 10
% estabelecido como adequado a conservacao da droga vegetal.

Em relacdo aos procedimentos analiticos especificos, € de fundamental
importancia a determinacdo da faixa de fragmentacdo mais adequada para o
esgotamento da droga durante o ensaio. Desta forma, procedeu-se a selecéo
da faixa granulométrica mais adequada por meio da determinacédo do teor de
extraiveis bem como pela quantificacdo do total de flavonoides presentes
nesse residuo. Levando-se em consideracédo o teor de flavonoides, rendimento
de extracao e viabilidade tecnoldgica para posterior continuidade do trabalho, o
tamis de abertura 250 um foi selecionado.

A avaliacdo quimica qualitativa realizada em diversas amostras
provenientes de diversos pontos de coleta (Tabela 2.2) e nos anos de 2011,
2012, 2013 e 2014 evidenciou que a composicdo quimica caracteristica €
constante. Esse dado é extremamente relevante quando se planeja a utilizagédo
terapéutica de um produto, j& que a composi¢do quimica esta relacionada com
a eficacia e seguranca deste.

Em relagdo aos constituintes majoritarios, foi identificada, nas
inflorescéncias, a presenca dos &cidos 3,4-O-dicafeoilquinico e 4,5-O-
dicafeoilquinico, além de rutina e quercetrina empregando-se técnica de UPLC-
PDA-MS/MS. Bradette-Hébert e colaboradores (2008) identificaram esses dois
acidos cafeilquinicos nas inflorescéncias de S. canadensis e Tamura e
colaboradores (2010) verificaram a presenca de rutina nas inflorescéncias
frescas de S. chilensis. Esses dados, avaliados em conjunto, demonstram que
ha correlacdo quimica entre S. canadensis e S. chilensis, porém néo ha
equivaléncia entre essas duas espécies, uma vez que a S. canadensis néo
contém quercetrina, de acordo com a Farmacopeia Britanica (2006). O mesmo
ocorre com S. virgaurea, que de acordo com este compéndio contém
quercetrina e acido clorogénico (ausente em S. chilensis). Os mesmos acidos
cafeoilquinicos identificados nas inflorescéncias em S. chilensis foram
relatados para as partes aéreas S. virgaurea por Apati e colaboradores (2002)
e Choi e colaboradores (2004). Desta forma, nao foi observada a equivaléncia
intragénero nas amostras analisadas e dados da literatura.

Esses metabdlitos tém sido relacionados com algumas atividades
farmacoldgicas da espécie, em especial com a acdo anti-inflamatoria relatada
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por diversos autores e ensaiada em diversos modelos in vitro, in vivo, ex vivo
(Goulart et al., 2007 ; Liz et al., 2008 ; Tamura et al., 2009; Melo et al. 2011) e
em ensaio clinico duplo-cego placebo-controlado (Da Silva et al., 2010). Desta
forma, julgou-se adequado realizar a avaliacdo quantitativa desses metabdlitos
na droga vegetal, além da avaliacdo qualitativa que teve a finalidade de
caracterizagdo da espécie e comparacdo com outras consideradas
equivalentes (Russo, 2008),

A quantificacdo individual de flavonoides glicosilados em material
vegetal, de forma geral, € uma alternativa viavel, porém deve-se considerar a
disponibilidade comercial da substédncia de referéncia, custo e
representatividade que a analise possui quando pensa-se em efeito terapéutico
relacionado dado o conhecimento cientifico disponivel. Sempre que possivel,
deve ser avaliado se o composto quantificado € o responsavel ou tem relacéo
com a atividade biolégica. Entretanto, no caso dos flavonoides, essa avaliacdo
torna-se dificil pelo grande nimero de glicosideos derivados de agliconas como
guercetina, canferol e luteina, por exemplo. Além disso, dificilmente é possivel
associar o efeito terapéutico a um componente do extrato, seja pela
complexidade quimica e/ou pelo desconhecimento da farmacocinética dos
mesmos.

Desta forma, optou-se pela determinacdo do contetdo de flavonoides
totais como ferramenta analitica para qualificacdo da droga vegetal. Devido a
observacdo de degradacédo da aglicona quando a amostra foi submetida ao
meétodo farmacopeico descrito para as espeécies europeias, foi realizada a
otimizacdo das condi¢cdes de hidrélise por planejamento fatorial 3% para as
variaveis tempo e concentracdo de acido, consideradas as que possuem maior
influénca sobre o resultado final (Francescato et al.,, 2013). Em
complementaridade, o método de quantificacdo por CLAE foi validado de
acordo com a normas da ANVISA (2003) e ICH (2005).

A técnica desenvolvida para a proposta foi bastante satisfatoria,
considerando-se que o resultado médio obtido de 8,03 + 1,6 g% (gramas de
quercetina/100 gramas de droga seca) foi 154 % maior do que os valores
observados quando realizada a quantificacdo por hidrolise classica de acordo
com o método farmacopeico descrito para Solidaginis herba. A determinacéo

espectrofotométrica do teor, expressos em hiperosideo, demonstrou valores de

203



3,15 £ 0,06 % para S. chilensis. Esse valor é condizente com o encontrado
para a Solidaginis herba: 3,79 + 0,2 % para a amostra comercial portuguesa e
2,64 £ 0,07 % para a amostra alema. Ambas as amostras estdo de acordo com
o teor minimo aceito, que é de 2,5% (FB, 2011). Considerando-se que um
método analitico ideal deve esgotar a droga vegetal sem provocar a
degradacdo de analito, o método proposto mostra-se ideal para a determinagéo
de flavonoides totais nas inflorescéncias de S. chilensis.

Dentre os testes de caracterizacdo quimica da droga vegetal, avaliacao
da presenca, teor e constituicdo quimica de o6leos volateis se faz importante
devido as relevantes aclGes farmacoldgicas relacionadas a essa classe
quimica. O género Solidago possui relato de presenca de 6leos volateis bem
como de atividades antimicrobianas associadas (Morel et al., 2006).

Das inflorescéncias e folhas de S. chilensis foram extraidos Oleos
volateis em teores de 0,3 e 0,8%, respectivamente. A composi¢cdo quimica
mostrou-se variavel apesar de predominantemente constituida por
sesquiterpenos em ambos os produtos. Dentre as diferencas quimicas, a mais
notavel esta relacionada a presenca do limoneno no Oleo obtido das
inflorescéncias (30,31%) e auséncia no 6leo obtido das folhas. O espatulenol
também teve notéria diferenca percentual (26,9 e 2,37% para folhas e
inflorescéncias, respectivamente).

A acdo de terpendides sobre fungos é conhecida para alguns derivados.
Desta forma buscou-se avaliar se os dois 06leos de S. chilensis poderiam
apresentar efeito bioldgico sobre fungos emergentes que tém se apresentado
como problema pela elevada resisténcias aos antibioticos existentes. Desta
forma, apdés a realizacdo de screening com diversas cepas de fungos
oportunistas e dermatoéfitos, foram selecionados o0s resultados mais
promissores avaliando-se também a necessidade de novos produtos ativos
contra leveduras multirresistentes. Assim, procedeu-se com a determinagao da
CIM e CFM para as leveduras Candida krusei e Candida papapsilosis. As MIC
e MFC permanceram na faixa de valores de 1,95 a 62,5 pg mL™ para os dois
Oleos.

A principal diferenca entre a composicdo dos 6leos € a auséncia do
limoneno no 6leo das folhas. Apesar da atividade nao ter sido expressivamente

diferente entre as amostras, o limoneno foi testado isoladamente e nao
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apresentou acdo antifUngica sobre essas cepas. Esse resultado sugere que a
atividade ndo esteja relacionada a este composto e/ou que seja atribuida ao
conjunto de terpenos, 0 que caracteriza o 6leo como um potencial agente
antifangico.

Além da atividade, um composto para ser promissor deve apresentar
baixa toxicidade e, desta forma, foram realizados ensaios de citotoxicidade em
células humanas. Nestes, além da lise da membrana, foi avaliado se houve
dano ao DNA por meio do ensaio cometa. Os resultados demonstraram que na
dose de 100 ug mL™* ndo ha efeito téxico observado.

Ainda dentro do objetivo de obtencdo de produtos ativos, com qualidade
e seguranca assegurados pelo controle de qualidade e qualificagdo quimica,
apos a caracterizacdo da droga vegetal, a continuidade do trabalho envolveu a
obtencdo de extrato seco. Essa escolha foi realizada devido as diversas
vantagens gque esse tipo de intermediario possui em relacao as formas liquidas
e também pela tendéncia da industria moderna de fitoterapicos estar voltada
para a producdo de capsulas e formas farmacéuticas sélidas a partir de
extratos secos padronizados, obtidos por aspersado (Arawwawala et al., 2014).

A selecdo do método e solvente de extracdo buscou a obtencdo de um
produto rico em compostos fendlicos e diterpenos, tendo em vista que esses
dois grupos quimicos tém sido relacionados as atividades da espécie. Porém,
ao mesmo tempo em que a extracdo direcionada a fim de se obter um produto
tecnologicamente desenvolvido pode ser inovadora e promissora, as
dificuldades analiticas e tecnologicas encontradas tornaram-se inerentes ao
processo. O extrato obtido apresentou-se com consisténcia pegajosa e
parcialmente insolavel em solventes organicos.

Essa dificuldade pode ser contornada adicionando-se Tween 80 durante
o processo de eliminacdo do solvente de extracdo. Com isso, o residuo tornou-
se solavel em agua, o que possibilitou a continuidade nas etapas necessarias
até a secagem por aspersédo. O produto seco foi obtido com bons rendimentos
de processo e baixa umidade residual.

A subsequente qualificacdo quali e quantitativa visou viabilizar os
estudos de forma a tornar possivel a reprodutibilidade dos estudos

farmacoldgicos relacionados a eficacia e seguranca, uma vez que estes podem
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ser comprometidos pela variabilidade quimica caracteristica do metabolismo
vegetal (Shi et al., 2014).

A selecdo dos marcadores quimicos: flavonoides totais e solidagenona
levou em consideracdo o preceito estabelecido pela ANVISA de correlacéo
com o efeito terapéutico. Entretanto, este composto ndo esta disponivel para
aguisicdo, o que gerou a necessidade de isolamento e purificagdo. A
substancia foi solada por meio de técnicas classicas de cromatografia liquida a
vacuo em coluna. A recristalizacdo tornou possivel a obtencédo de cristais em
forma de agulhas e purificados com bons rendimentos totais (cerca de 6 %).

Em relagdo a qualificacdo qualitativa, por UPLC-DAD foi evidenciado a
presenca dos mesmos componentes descritos para droga vegetal, desta forma
julgou-se adequado a quantificacdo dos flavonoides totais por CLAE no sistema
otimizado para a droga vegetal. Ao final do procedimento de quantificacdo da
aglicona quercetina, concluiu-se que o extrato possui teor médio de 82,73 mg/g
deste flavonoide.

A qualificacdo em teor de solidagenona foi extensivamente testada por
sistema de cromatografia liquida de ultra efciéncia, porém, suas caracteristicas
quimicas e dos demais componentes do extrato inviabilizaram a analise por
técnica de fase reversa. A alternativa pela cromatografia a gas também foi
avaliada sem sucesso devido a dificil separacdo dos flavonoides pouco
glicosilados (quercetrina) da solidagenona em sistema de SPE. Assim, uma
alternativa bastante confiavel e que tem sido cada vez mais empregada para a
analise de produtos polares € a quantificacdo por HPTLC-densitometria.

Neste sistema, € possivel fazer a eluicdo dos componentes de média e
alta polaridade selecionando-se a fase movel mais adequada. Os flavonoides,
nesse caso, ficam retidos no ponto de aplicacdo de amostra. O método foi
validado de acordo com os parametros e limites estabelecidos pela ANVISA
2003. Desta forma, obtiveram-se valores de aproximadamente 9 mg/g de
solidagenona no extrato seco.

Na continuidade dos estudos, a atividade gastroprotetora desse extrato
padronizado foi avaliada in vivo. A selecdo deste ensaio esta relacionada com
os relatos de uso popular bem como com os experimentos realizados por
Buccirelli e colaboradores (2009) com o infuso e por Schmeda-Hirschmann e
colaboradores (2002) com a solidagenona. Associado a isso, extratos
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etandlicos e aquosos obtidos das inflorescéncias e folhas desta espécie
demonstraram acédo anti-inflamatéria importante in vivo e esta foi relacionada a
presenca de flavonoides e &cidos fendlicos.

Desta forma, com vistas ao potencial de acdo multialvo, propds-se a
avaliacdo do potencial efeito gastroprotetor do referido extrato seco
padronizado visando uma potencial nova estratégia terapéutica para a gastrite.

O PSA apresentou um indice de gastroprotecdo, nas doses de 50, 125 e
250 mg/kg respectivamente, de 85 + 15%, 77 + 3%; 83 + 9%; 64 + 16% quando
utilizado etanol como agente lesivo e de 63 = 23% e 79 + 12% quando utilizada
a indometacina. A solidagenona testada na dose de 30 mg/kg, apresentou
indices de gastroprotecao préximos aos dos padrdes positivos ranitidina e
carbenoloxona em doses de 100 e 200 mg/kg, respectivamente. Considerando
gue o extrato padronizado possui 9 mg/g e que na dose de 50 mg/kg haveria
menos de 1 mg deste diterpeno e que os indices percentuais de gastroprotecéo
observados nesta dose de extrato foi cerca de 85% e para a solidagenona a 30
mg/kg foi de 86%, pode-se inferir que a escolha dos dois marcadores esta
adequada em termo de resposta farmacoldgica.

Assim, os resultados farmacolégicos obtidos para o extrato e compostos
isolados ensaiados nos modelos propostos, demonstram a potencial atividade
gastroprotetora de S. chilensis. Abrem perspectivas para a investigacao de
mecanismo de acdo bem como a realizacdo de ensaios em modelos crénicos
que sao de fundamental importancia para a obtencdo de conclusdes mais
consistentes.

Por fim, o estudo da viabilidade de obtengcéo de comprimidos a partir de
extrato seco foi realizado fazendo uso de informacGes e constatacbes de
trabalhos anteriores desenvolvidos no laboratorio de Tecnologia Farmacéutica.
Optou-se pelo modelo mais complexo, o de obtencdo de comprimidos com
elevado teor de GRPSA. O comportamento plastico e muitas vezes elastico dos
PSA constitui uma barreira na obtencdo de comprimidos com caracteristicas
mecanicas e de liberacdo adequadas (Bica, 2009).

O lote de comprimidos produzido apresentou caracteristicas mecanicas
adequadas, apesar dos elevados DPR em alguns ensaios. A uniformidade de

conteudo demonstrou que as misturas foram homogéneas e que o0 processo é
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viavel. Entretanto, ensaios complementares como o de cedéncia devem ser

realizados para a avaliacdo mais adequada da formulacéo.
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CONCLUSOES







Os dados obtidos neste trabalho permitem as seguintes conclusodes:

- a revisao bibliografica indicou que as partes aéreas de Solidago chilensis,
empregadas com finalidades medicinais, possuem poucos estudos quimicos e
consideravel numero de avaliacbes farmacologicas, porém estas foram
realizadas sem a qualificacdo quimica o que se torna limitante no planejamento

de um produto fitoterapico.

- a caracterizacao fisico-quimica e quimica das inflorescéncias de S. chilensis
possibilitou o estabelecimento de parametros para o controle de qualidade e
qualificacdo da matéria-prima vegetal, além de agregar conhecimento quimico

a espécie;

- o perfil cromatografico obtido por CCD e UPLC-DAD mostrou-se apropriado
para a avaliacdo qualitativa dos compostos fendlicos presentes, além de
possibilitar a diferenciacdo quimica entre as espécies mais conhecidas do
género. Por meio desta informacdo foi possivel observar a constancia
qualitativa nas analises realizadas em diversos pontos e por 4 anos

sequencias;

- a obtencdo e caracterizacdo quimica do 6leo volatil, além de auxiliar na
caracterizacdo da droga vegetal, evidenciou que a espécie € uma potencial
fonte do produto ativo contra leveduras emergentes e multirresistentes, em

concentracfes baixas e com auséncia de citotoxicidade.

- 0 processo de hidrélise dos flavonoides heterosidicos presentes nas partes
aéreas foi estatisticamente otimizado e, juntamente com o método analitico por
CLAE validado, demostrou melhor adequadabilidade do que aquele
estabelecido na monografia de espécies do género pela Farmacopeia Britanica
(2011);

- a aglicona quercetina pode ser empregada como marcador para analises

qualitativas e quantitativas da droga vegetal,

- a obtencdo de produto seco por nebulizagcdo em torre de secagem semi-

industrial mostrou-se viavel e com elevado rendimento;
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- a caracterizacdo quimica do extrato foi realizada com a utilizagdo de dois
marcadores: a solidagenona, analisada por HPTLC-densitometria e flavonoides
totais por CLAE-UV. Essa definigdo quantitativa agrega enorme valor ao

produto intermediario.

- 0 extrato seco e a solidagenona apresentaram atividade gastroprotetora frente
a dois modelos de inducéo de lesdo géstrica: etanol e indometacina.

- a atividade gastroprotetora apresentada pela solidagenona também evidencia

a correta selecédo desta como marcador quimico de qualificacdo do PSA.

- 0 extrato seco obtido ndo apresentou caracteristicas tecnoldgicas adequadas
para a compressao direta ou producdo de capsulas, sendo necesséaria a
utilizacdo de processos de granulacdo no intuito de viabilizar o processo de

compressao.

- a obtencdo de compridos de 700 mg a partir de misturas de granulados de
adjuvantes (GRADJ) e de extrato seco (GRPSA) mostrou-se viavel em termos
de propriedades fisicas e de uniformidade de conteido. O parametro de

cedéncia sera avaliado em trabalho posterior.

Em suma, os resultados obtidos neste trabalho representam importantes
contribuicdes para trés diferentes etapas da cadeia produtiva de fitoterapicos.

1) O estabelecimento de parametros e métodos para a caracterizacao e
o controle de qualidade da droga vegetal de S. chilensis s&o a etapa inicial e
primordial para produtos com utilizagéo terapéutica.

2) A viabilidade de producéo, caracterizacdo e qualificacdo quimica de
extrato seco representa um grande avango na area tecnoldgica, agregando
valor e possibilitando a avaliacdo farmacologica com constancia exigida pela
legislacao doo setor.

3) O estudo da viabilidade tecnolégica de obtencdo de comprimidos
contribuem enormemente para o0 desenvolvimento de novos produtos
farmacéuticos a partir de S. chilensis. Este pode ser considerado inovador, na
medida em que trata da associacdo de uma matriz complexa, rica em

constituintes terpénicos e flavonoides com caracterizagdo quali e quantitativa

212



conhecidas, e a sua insercdo em forma farmacéutica sélida que apresentou

viabilidade de produgéo.
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