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RESUMO

O vitiligo é uma doenga crbnica de causa desconhecida e multifatorial, que se
manifesta por manchas acrdomicas (desprovidas de melanina) e bem delimitadas. O
tratamento com psoraleno associado a radiacdo UV (PUVA) teve sua eficacia
comprovada, o que favorece o interesse da pesquisa envolvendo a raiz de mama-
cadela (Brosimum gaudichaudii Trécul), que contém furanocumarinas usadas no
PUVA. O objetivo deste trabalho € propor uma metodologia nova para extracdo de
furanocumarinas presentes nesta espécie, bem como avaliar a precipitacdo
espontanea destas substancias. Foi realizada extracao por maceracao das cascas da
raiz com duas solucdes extratoras a fim de compara-las, sendo a primeira de alcool
etilico P.A. (EtOH) e a segunda de alcool etilico P.A. acidificado por acido cloridrico a
0,01% (EtOH+HCI), apds periodo de 21 dias com troca de solvente a cada 7 dias, as
solucdes extratoras foram submetidas a precipitacdo espontanea a fim de obter as
furanocumarinas de interesse. Comparada com a extracao etandlica padronizada pela
literatura, a nova metodologia de extracdo com solucéo acidificada proporcionou maior
concentracdo de furanocumarinas e maior rendimento em massa apos
desenvolvimento da técnica de precipitacdo espontanea. Sendo assim, a nova
metodologia de extracdo proposta apresenta resultados satisfatérios quanto ao seu
objetivo esperado e a técnica de precipitacdo espontdnea mostrou-se util para
obtencdo das substancias de interesse e permitir novas pesquisas de tecnologias
farmacéuticas a fim de proporcionar novas alternativas de tratamento aqueles

acometidos pelo vitiligo.

Palavras-chave: vitiligo, psoraleno, bergapteno, Brosimum gaudichaudii, precipitagao

espontanea



ABSTRACT

Vitiligo is a chronic disease with unknown and multifactorial causes, which manifested
by acromic (devoid of melanin) and well delimited spots. The treatment with psoralen
associated to UV radiation (PUVA) had its proven your efficacy, which increase the
interest of the research involving the “mama-cadela” (Brosimum gaudichaudii Trécul),
that had the furanocoumarins used in PUVA. The objective of this work is to propose
a new methodology for extraction of furanocoumarins presents in this species, as well
as to evaluate the spontaneous precipitation of these substances. The extracts
obtained by maceration of the root barks with two extractive solutions have been
compared. The first one of absolute ethyl alcohol (EtOH) and the second one of
absolute ethyl alcohol acidified with 0.01% hydrochloric acid (EtOH + HCI), after a
period of 21 days with solvent exchange each 7 days, the extractive solutions were
submitted to spontaneous precipitation in order to obtain the furanocoumarins of
interest. Compared with standardized ethanol extraction, the new extraction
methodology with acidified solution provided a higher concentration of
furanocoumarins and higher mass yield after the development of the spontaneous
precipitation technique. Thus, the proposed new extraction methodology presents
satisfactory results regarding its expected objective and the spontaneous precipitation
technique has proved useful for obtaining the substances of interest, a loud for
research of pharmaceutical technologies in order to provide new alternatives of

treatment to those affected by vitiligo.

Key words: vitiligo, psoralen, bergapten, Brosimum gaudichaudii, spontaneous

precipitation
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1. INTRODUCAO

O vitiligo é uma doenca crbénica de causa desconhecida, que se manifesta por
manchas acromicas (desprovidas de melanina) e bem delimitadas (Miranda, 2014).
Até o momento ndo existe tratamento completamente eficaz para a doenca, mas
observa-se bons prospectos com a associacdo de compostos furanocumarinicos,
como o psoraleno e o bergapteno, e radiacao ultravioleta para vitiligo generalizado
(Steiner et al, 2004).

As furanocumarinas possuem a caracteristica de serem substancias
hidrofébicas, ou seja, ndo sdo solubilizadas em &agua. Esses compostos séo
encontrados na espécie nativa do cerrado popularmente chamada de mama-cadela
(Brosimum gaudichaudii Trécul) e a sua presenca desperta interesse em pesquisas
com o objetivo de provocar a hiperpigmentacao da pele através da migracédo de novos
melandcitos para o local onde ocorreu excitacdo com luz UV (Pozetti, 2005; Faria et
al, 2015).

Tendo em vista as inUmeras dificuldades de padronizacéo de dose de extratos
vegetais para fins terapéuticos, uma vez que tais extratos possuem substancias fora
do interesse de extracdo e ainda desconhecidas e variaveis concentracées de cada
principio ativo presente (Netto et al, 2006), este trabalho tem como proposta extrair 0s
compostos bergapteno e psoraleno de extratos vegetais das cascas da raiz de
Brosimum gaudichaudii por meio da técnica de extracdo por maceracdo com solucao
etandlica acidificada por HCI e finalizada com precipitacdo espontanea. Assim,
espera-se que o precipitado obtido auxilie no desenvolvimento de inovacgéo
tecnoldgica para contribuir no tratamento de doencas despigmentantes da pele, como

vitiligo.
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Vitiligo

O vitiligo é uma doenca sistémica e crbnica caracterizada pela presenca de
manchas polimorficas e acrémicas atribuidas a auséncia ou disfuncdo dos

melandcitos na area afetada. A desordem manifesta-se pela despigmentacao na pele
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e membranas mucosas (Tarlé et al, 2015) (cf. Figura 1).

Tarlé et al. (2015) concluem que ndo existem dados epidemiol6gicos
atualizados sobre a incidéncia e prevaléncia do vitiligo para a populacao brasileira,
mas € sabido que cerca de 2% da populacdo mundial é portadora dessa doenca
(Kriger e Schallreuter, 2012). Dessa forma, ndo existe consenso acerca de sua
prevaléncia na populacao brasileira em geral.

Mohammed et al. (2015), enaltecem o vitiligo como uma doenca de causa
indefinida e multifatorial, envolvendo influéncia de fatores neurais, autoimunes,

autotdxicos e/ou genéticos.

Figura 1. Paciente do sexo feminino com vitiligo na regido da face. Fonte: Falabella et
al, 2009.

Assim, como ndo ha uma causa definida para a doenca, também n&o existe um

tratamento especifico, sendo comumente realizadas intervencdes topicas, associadas
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ou ndo a fototerapia (Mohammed et al, 2015). Corticosteroides por via oral também
podem ser empregados na terapia do vitiligo, mas que podem resultar em efeitos
colaterais ndo desejados, como acne, hipertricose (aumento da pilosidade), entre
outros (Rodrigues et al, 2017).

Em casos de pacientes que apresentam ineficacia no tratamento com terapia
oral com corticosteroides, como prednisolona, betametasona ou dexamentasona
(Steiner et al, 2004) ou fototerapia, pode ser indicada intervencao cirargica, com o
implante de enxertos de pele (Dellatorre e Cafrune, 2016).

Como alternativa bem aceita no tratamento do vitiligo, tem-se as
furanocumarinas associadas a radiacdo ultravioleta (PUVA), de modo especial o
psoraleno e o bergapteno, substancias que, quando excitadas por radia¢do UV, ligam-
se ao DNA, mais especificamente as bases timina, e estimulam a producdo de
melanina (melanogénese) (Bansal, Sahoo e Garg, 2013; Duarte, Bedrikow e Kobata,
2009; Steiner et al, 2004).

A PUVA pode ser realizada através do psoraleno por via oral, tépica ou uma
associacao das duas formas e, ainda, uma associacao da PUVA tdpica com enxertos
ou ainda corticoesteroéides topicos (Steiner et al, 2004).

Por via oral, indicada para vitiligo generalizado, o tratamento tem estabelecida
uma recomendacdo de ingestdo de comprimidos ou xaropes contendo as
furanocumarinas cerca de 2h antes do inicio da exposicdo a radiacao e, assim que
ingeridos os principios ativos, proteger os olhos para evitar fototoxicidade. Como
efeitos adversos comuns descritos na literatura, tem-se eritema, prurido, nduseas e
vomitos. Esse tratamento via oral é contraindicado para pacientes que apresentam
doencas hepaticas e renais, catarata, glaucoma e cancer de pele (Duarte, Bedrikow e
Kobata, 2009; Steiner et al, 2004).

O tratamento PUVA por via topica € indicado para tratamento de vitiligo
localizado, especialmente nas regides palmoplantar e do couro cabeludo. Para tal, é
recomendado a aplicagdo de uma logdo cremosa contendo as substancias
furanocumarinicas cerca de 30min antes da exposi¢cdo a UVA. Seu principal efeito
adverso é o desenvolvimento de reacao bolhosa fototoxica, que pode ser amenizada
com o uso de fotoprotetores de amplo espectro (Duarte, Bedrikow e Kobata, 2009;
Steiner et al, 2004).

Na associacdo da PUVA com enxertos, estimula-se a formag&o de bolhas no

local acometido e, posteriormente, aplica-se o enxerto e a terapia PUVA. Ja na
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associacdo com corticoesteroides topicos, ocorre a aplicagdo simultanea das duas
terapias (Steiner et al, 2004).

2.2 Furanocumarinas: psoraleno e bergapteno

As furanocumarinas sdo metabdlitos secundarios oriundas da ligacéo entre a
cumarina (lactona do acido cinamico) e o furano, e podem ser encontradas em fungos,
bactérias e diversos vegetais, como por exemplo na espécie Brosimum gaudichaudii
Trécul. Entre as furanocumarinas encontradas nesse vegetal, encontram-se 0
psoraleno e o bergapteno (cf. Figura 2), cujas caracteristicas fisico-quimicas estao

demonstradas no quadro 1 e a sua biossintese na figura 3.

(A) (B)
Figura 2. Estrutura quimica dos compostos (A) Furano, (B) Cumarina, (C) Psoraleno

e (D) Bergapteno. Fonte: PubChem (2018c; 2018b; 2018d; 2018a)
Quadro 1. Caracteristicas fisico-quimicas das furanocumarinas psoraleno e

bergapteno.
Caracteristica Psoraleno Bergapteno
Numero CAS 66-97-7 484-20-8
Formula quimica C11HeOs3 C12HsO4
Peso molecular (g/mol) 186,166 216,192
Ponto de fuséo (°C) 171 188
Coeficiente de particéo
1,94 1,78
(LogP)
pKA -2,90 -2,80
Solavel em etanol, Solavel em etanol,
Solubilidade metanol, acetato de etila, metanol, &cido acético
acetona glacial, cloroférmio
Biodisponibilidade
- 1-3h
maxima
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Metabolizac&o

CYP450 2A6

Conjugacéo Glicuronidacéo e Sulfatacdo
Tempo de meia-vida 12-24h
Excrecao Urinaria

Fonte: Adaptado de SILVA-FILHO, 2014; PubChem COMPOUND DATABASE
(2018a), (2018d); Silva et al, 2009; Duarte, Bedrikow e Kobata, 2009.
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O psoraleno e o bergapteno sdo os principais compostos furanocumarinicos

utilizados para o tratamento de doengas despigmentantes da pele. Podem ser obtidos

atraves de extragdes naturais ou sintetizados quimicamente através da condensacao
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de um nucleo cumarinico com um anel furano e demais cadeias laterais (Zhou et al.,
2014, Cestari, Pessato e Correa, 2007; Scott, 1976).

Possuem mecanismos de acao similares, como: agonista de receptor ERa
levando a proliferacédo de células MCF-7 (Xin et al, 2010), adjuvante contra leucemia
multirresistente (Wang et al, 2001), estimular diferenciacdo de osteoblastos através
de sinalizacdo da proteina morfogénica 0ssea (Tang et al, 2011).

Também é descrito que o psoraleno é capaz de interagir com o DNA
blogueando a interacdo do material genético com transcriptases e polimerases
diminuindo a replicacéo celular em 3 etapas: a) intercalacdo com nucleotideos do
DNA; b) absorcao de um féton UVA e ligacdo covalente entre a ligacao pi do anel
furano e uma base timina do DNA; e c¢) absorcéo de outro foton UVA e formacéo de
outra ligacdo covalente entre o anel lactona e outra base timina do DNA (Silva et al,
2009; Rocha, Viana e Mesquita, 2004), o que gera um fenémeno chamado

crosslinking (ligacao cruzada) entre cadeias opostas, como mostra a figura 4.

Figura 4. Interacdo crosslinking psoraleno-DNA. Fonte: Protein Data Bank (PDB)

<https://www.rcsb.org/3d-view/204D>. Acesso em: 25 out 2018.

Um estudo de metanalise recente demonstrou que o tratamento com PUVA

deve ser indicado por no minimo seis meses para aumentar a resposta ao tratamento,
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mas € necessario que recorrentes avaliacbes sejam feitas para observar diferentes
limitagbes como, por exemplo, dor, fototoxicidade, nausea ou eritema. O tratamento
com PUVA mostra-se eficaz em casos de vitiligo generalizado ou universal e também
tem se mostrado promissor em pacientes com outras patologias, como a psoriase
(Doppalapudi et al, 2017).

2.3 Brosimum gaudichaudii Trécul.

A Brosimum gaudichaudii Trécul. € uma planta nativa brasileira em maior
abundancia no cerrado, mas pode ser encontrada em todas as 5 regides do Brasil:
Norte (Amazonas e Rondénia), Nordeste (Maranhdo, Ceara, Paraiba, Pernambuco,
Bahia e Alagoas), Centro-Oeste (Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias e Distrito
Federal), Sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo, S&o Paulo e Rio de Janeiro) e no Sul
(Parand). Pertence ao grupo das angiospermas e a familia Moracese. Também
conhecida como mama-cadela ou mamica-de-cadela, devido a forma como os frutos
sao dispostos nos ramos e lembram a mama de uma fémea canina (cf. Figura 5)
(Romaniuc-Neto et al, 2015).

Figura 5. Fotografias ilustrativas de Brosimum gaudichaudii Trécul. Legenda:
Brosimum gaudichaudii Trécul. em seu habitat natural (regido de cerrado) - 1; comprimento
da raiz principal (raiz pivotante) - 2; destaque da parte aérea e frutos - 3 e semente do fruto
maduro - 4. Fonte: Quintdo, 2018.

O uso popular da planta é descrito como uma decocc¢éo das cascas do caule e

raizes, infusdo das folhas ou até extrato alcéolico das mesmas, tanto para vitiligo
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quanto para psoriase (Agra et al, 2008; Rodrigues, 2001; Pereira, Pereira e Silva,
2006).

O interesse nas pesquisas envolvendo a mama-cadela se da pela presenca
das furanocumarinas psoraleno e bergapteno, ambas encontradas
predominantemente nas cascas da raiz e cascas do caule da planta e também no fruto
maduro (Faria et al, 2015). O psoraleno é utilizado associado a radiacao ultravioleta
com a finalidade de provocar a hiperpigmentacdo da pele em pacientes
diagnosticados com vitiligo e psoriase (Pozetti, 2005), tratamento que teve sua
eficAcia estudada e comprovada em humanos como demonstrado por estudos

dispostos no quadro 2.

Quadro 2. Estudos que comprovam eficacia da repigmentacédo apoés tratamento
com PUVA

Estudo Tipo de estudo | N° de pacientes Resultados
Lerner, Denton e Estudo de casos 9 55% melhora no
Fitzpatrick, 1953 guadro de vitiligo.
Pathak et al, 1984 Ensaio clinico 366 45% eficacia na

randomizado repigmentacao da
face e 67% de
eficacia na

repigmentacao da
face e pescoco.
Kwok, Anstey e Hawk , Metanalise 97 8% repigmentacdo
2002 completa, 60%
moderada e 30%
minima
Vussuki et al, 2006 Estudo de casos 28 60% dos pacientes
com repigmentacao
parcial

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.4 Precipitagdo espontanea em meio hidrofilico

A técnica de precipitacdo espontanea € relatada por muitos autores como
metodologia tecnolégica para melhorar a dissolucéo de farmacos pouco solluveis em
agua, pois reduz seu tamanho de particula e aumenta sua area superficial (Maximiano
et al, 2011; Cunha-Filho, 2007; Rasenack e Muller, 2002; Steckel et. al., 2003). Essa
técnica proporciona a interagao intrinseca entre polimeros hidrofilicos e a superficie
de substancias insollveis ou pouco soluveis em agua (cf. Figura 6), proporcionando
reducgéo do seu angulo de contato e assim, produzindo melhoras na sua molhabilidade
(Cunha-Filho, 2007).
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No estudo de Cunha-Filho (2007), a técnica de precipitacdo espontanea
possibilitou a reducdo do tamanho de particula do farmaco betalapachona (diametro
de Feret médio = 106,8 um + 2,32) com a obtencdo de microparticulas poliméricas
com diametro médio de Feret de 56,3 um + 1,6 e 63,6 um £ 1,87, utilizando celulose
microcristalina PH101 (MCC) nas propor¢bes 1:4 e 1:2 (farmaco:polimero p/p),

respectivamente (cf. Figura 7).

FREQUENCIA %

S0 00 150 XD M0 30 350

1 150 F. L

DIAMETRO (um)

Figura 6. Distribuicdo de tamanho de particula do farmaco betalapachona (BLAP) e
sistemas precipitados com celulose microcristalina PH101, 1:4 e 1:2 farmaco:polimero (PHS
1 e PHS2, respectivamente) avaliados por microscopia 6ptica. Fonte: Adaptado de Cunha-
Filho, 2007.

A metodologia de precipitacdo espontanea (cf. Figura 7) consiste em misturar
uma solucéo organica do farmaco hidrofébico com uma solucdo aquosa hidrofilica,
seguida de filtracdo e secagem, respectivamente, para separacdo e obtencdo do
precipitado sélido (Rasenack e Mueller, 2004). O procedimento de secagem também
pode conferir modulac¢des de solubilidade do sistema precipitado obtido, uma vez que
depende de caracteristicas fisico-quimicas das substancias para ndo promover

degradacdo das mesmas (Rasenack e Mueller, 2004).
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Figura 7. Esquematizacédo da técnica de precipitacdo espontanea. Fonte: elaborado
pelo autor.

3. JUSTIFICATIVA

O trabalho desenvolvido permitird maior conhecimento acerca da metodologia
de extracdo dos metabolitos furanocumarinicos presentes em Brosimum gaudichaudii
Trécul. e a viabilidade da técnica de precipitacdo espontanea para se obter o
psoraleno e o bergapteno a fim de proporcionar matéria-prima para promover melhor
qualidade no tratamento de doencas despigmentantes da pele, como o vitiligo, através

de PUVA.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivos gerais

Desenvolver nova metodologia de extracdo de furanocumarinas presentes em
Brosimum gaudichaudii e sua apresentacdo apOs precipitacdo espontanea para
possivel insergdo em sistema solido de liberacéo e aplicagéo tépica no tratamento do

vitiligo através de uma emulsao.

4.2 Objetivos especificos

o Comparar métodos de extragdo por maceracao;

o Avaliar as propriedades organolépticas dos extratos e precipitados obtidos;
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. Confirmar a presenca de furanocumarinas nos extratos apoés técnica de

precipitagéo espontanea.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Materiais

5.1.1. Reagentes e padrdes analiticos

Padrdes analiticos de psoraleno (lote 047M4060V) e bergapteno (lote
BCBV2068) obtidos da Sigma-Aldrich; Alcool etilico (EtOH) P.A. (lote 94592) e Acido
cloridrico (HCI) (lote 78855) foram obtidos de Dindmica Quimica Contemporanea Ltda
(Sd0 Paulo, Brasil). Fase movel para cromatografia composta por Agua

ultrapura:Acetronitrila:Metanol (50:25:25) (v/v/v) distribuida em diferentes frascos.

5.1.2. Equipamentos

Cromatdégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE), modelo Shimadzu LC 20-AD,
composto por duas bombas (modelo LC 20-AT), injetor automético (modelo 9SIL-
20AD) e forno (modelo CTO-20AS) e acoplados a um detector espectrofotométrico
(modelo SPD-M20A). Foi utilizado uma coluna de fase reversa Cis, modelo Shimadzu
Shim-pack VP-ODS 150 mm x 4,6 mm. Balanca analitica, modelo SHIMADZU
AUW?220D. Sistema de filtracdo a vacuo composto por vidrarias PHOX com junta 1000
mL e bomba de vacuo, modelo New Pump 200w. Micropipetas automaticas, modelo
Gilson Pipetman Classic, volumes 1-10 pL, 10-100 pL e 100-1000 yL. Membranas
lisas de nylon, de didametro 47 mm e poro 0,45 ym hidrofébicos foram comprados de
Unifil (Brasil). Filtro de seringa, pré-limpo, membrana de PTFE Hidrofobico, diametro
do filtro 13 mm, didametro do poro 0,45 pm da marca Analitica (Brasil). Materiais
utilizados no Laboratério de Tecnologia de Medicamentos, Alimentos e Cosmeéticos
(LTMAC): balbes volumétricos, béqueres, provetas, placas de Petri, funil de vidro,

espatulas, papel aluminio, Parafilm®.

5.2. Metodologia

5.2.1 Coleta do material vegetal

A droga vegetal da casca da raiz de Brosimum gaudichaudii foi coletada em

uma propriedade localizada na Rodovia DF 330, Quinhdo 8, area Fazenda Velha,



26

Sobradinho, Brasilia-DF. A é&rea pertence ao bioma Cerrado e tem a seguinte
localizagdo: 15°43" 47.1” S, 47° 42" 14.4”" O. A coleta foi realizada no dia 30 de abril
de 2017 as 10 horas da manha (QUINTAO, 2018) e cedida pela Dra. Livia C. L. de Sa

Barreto.

5.2.2 Obtencgé&o dos extratos

Os extratos foram preparados com duas solucdes diferentes a fim de compara-
las, a primeira composta por Alcool Etilico P.A. (EtOH) e a segunda composta por
Alcool Etilico P.A. e Acido Cloridrico 0,01% (v/v) (EtOH+HCI), na proporcdo de 1:3
(p/v).

O macerado foi obtido das cascas de raiz de Brosimum gaudichaudii. A
extracdo teve duracado estabelecida de 21 dias, em repouso e ao abrigo de luz. Nos
dias 7 e 14 os extratos foram filtrados e foi adicionada igual quantidade inicial de
solvente ao macerado, a fim de extrair a maxima quantidade de substancias no prazo
estabelecido.

Durante o processo extrativo os recipientes foram acondicionados na bancada
do Laboratério de Tecnologia de Medicamentos, Alimentos e Cosméticos (LTMAC),
Universidade de Brasilia, Brasilia, Distrito Federal, a temperatura ambiente entre 23°C
e 26°C, vedados com Parafilm® e protegidos da luz solar com papel aluminio e apés
o periodo de extracdo, os extratos foram acondicionados em frascos ambar e
reservados na geladeira, a fim de preservar suas propriedades e minimizar possiveis

perdas de suas caracteristicas.

5.2.2. Obtencéao dos precipitados

A precipitagdo espontanea consiste em misturar uma solugcdo organica com
uma solucdo hidrofilica, seguida de filtracdo e secagem, respectivamente, para
separacdo e obtencéo dos precipitados (Rasenack e Mueller, 2004). Foi realizada
precipitacdo nos dois extratos usando agua ultrapura na proporcao de 1:4 (v/v).

Montado o sistema (cf. figuras 9 e 10) e realizada a precipitacdo espontanea
(cf. figuras 11 e 12), iniciou-se a filtracdo protegendo os extratos da luz para manter
as propriedades e os principios ativos de interesse. Tendo finalizadas as filtracdes,
foram obtidos precipitados nas membranas resistentes ao solvente.
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Figura 8. Sistema de filtrag&o a vacuo composto por bomba de vacuo MaxPump 200w
e conjunto de vidrarias Phox. Membrana de nylon Unifil 47mm de didmetro e poros de 0,45um.
Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 9. Protecao dos precipitados contra a luz. Fonte: elaborado pelo autor.

Como mostrado nas figuras 11 e 12, foi realizada a precipitacdo espontanea e
as caracteristicas organolépticas de cor, aspecto e odor foram observadas e descritas
no quadro 3, sendo evidente a formacgéao de precipitado nos dois recipientes:
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Figura 10. Sequéncia de imagens demonstrando precipitacdo espontanea do extrato
EtOH com &gua ultrapura (1:4). A) presenca da solucao hidrofébica; B) adicdo de solucao
hidrofilica; C) solucéo final com apresentacdo de precipitados. Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 11. Sequéncia de imagens demonstrando precipitacdo espontanea do extrato
EtOH+HCI com agua ultrapura (1:4). A) presenca da solucao hidrofébica; B) adicdo de solucdo
hidrofilica; C) solucao final com apresentacao de precipitados. Fonte: elaborado pelo autor.

5.2.3. Andlise dos precipitados

As membranas filtrantes com precipitado foram protegidas da luz cobertas com
papel aluminio e secas a temperatura ambiente. Apés secagem, foram colocadas em
uma placa de Petri, onde foi adicionado 100 mL de alcool etilico P.A. a fim de dissolver
o precipitado obtido para analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
As condicfes cromatograficas para analise dos compostos consistiram em fase mével
composta por Agua Ultrapura:Acetronitrila:Metanol (50:25:25) (v/viv), vazdo de 0,6
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mL/min, o volume de injecdo das amostras de10 pL e forno a 35°C, com leitura a 340
nm, como validado por Quintdo (2018).

O tempo de duracéo da corrida foi de 20 minutos por amostra e o tempo de
retencdo para os picos caracteristicos foi de 9 minutos para o psoraleno e 13 minutos
para o bergapteno (QUINTAOQ, 2018). O método utilizado foi padronizado e validado
utilizando em conformidade com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
e com o International Conference on Harmonisation (ICH).

Para mensuracéo da linearidade foi utilizada uma solucdo padréo de psoraleno
na concentracdo de 100 ug/mL e outra de bergapteno na concentragédo de 250 pg/mL
e, a partir desta, preparou-se diluicdes e obtendo as concentracgdes finais de 0,5; 1,0;
2,5;5,0; 7,5 e 10 ug/mL. A curva foi disposta em forma de grafico cruzando os dados
de area do pico obtida como resultado da andlise do padrdo. Utilizou-se ainda o
processo de regressao linear a fim de se obter uma reta y = ax + b, sendo “a” o
coeficiente angular e “b” o coeficiente linear, e determinar a linearidade com o valor
do coeficiente de correcao linear (r), devendo ser r > 0,99 como preconiza a ANVISA
(2003).

Uma vez descrita e realizada a metodologia para se alcancar os objetivos
propostos, os resultados obtidos foram analisados e discutidos no seguinte capitulo.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento deste trabalho, junto com pesquisa bibliogréfica referente
ao tema, demonstrou ser de grande importancia para o desenvolvimento de novos
projetos e pesquisas envolvendo extracdo de principios ativos naturais em plantas

dispostas na fauna brasileira para comprovar, ou ndo, o uso popular dessas plantas.

Foram obtidos extratos por método de maceracao, que consiste em extrair um
principio ativo de interesse de uma droga vegetal através de um solvente por um

periodo ndo estabelecido na literatura (Rodrigues et al, 2016).

N&o foram encontradas evidéncias de uso da solucéo acidificada na literatura
para extracdo de cumarinas, mas para outros compostos organicos, como as
antocianinas (Meregalli, 2017; Ferreira, 2014; Constant, 2003). O estudo de Neves et
al (2002) comparou trés solventes para extracao que determinou o EtOH como o mais

eficiente na extracdo das furanocumarinas da mama-cadela e ainda que as cascas
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das raizes tiveram melhor resultado que as cascas do caule. As caracteristicas

organolépticas dos extratos obtidos estao descritas no quadro 3.

Quadro 3. Caracteristicas organolépticas dos extratos obtidos

Cor Aspecto Odor

EtOH Limpido em
temperatura ambiente

_ Caracteristico, similar ao
e refrigerado

odor de 6leo de coco,
que pode causar nausea
apos exposicao
prolongada

EtOH+HCI Dourado/Acobreado Limpido em
temperatura ambiente,
turvo quando
refrigerado

Fonte: elaborado pelo autor.

Os precipitados obtidos como resultado das filtracdes em membrana resistente
ao solvente estdo apresentados na Figura 13, demonstrando respectivamente o0s
precipitados na propor¢ao da solucéo 1:4 de EtOH e de EtOH+HCI.

Figura 12. Membranas de filtracdo resistente ao solvente apés filtracdo da solugéo
precipitada 1:4 de EtOH (A) e EtOH+HCI (B). Fonte: elaborado pelo autor.

As extracbes em EtOH e EtOH+HCI foram realizadas com igual quantidade
inicial de solvente extrator, porém apresentaram volume final de extrato diferentes, e
a fim de comparar as duas solu¢cdes no que tange ao rendimento de cada extracao
apos obtencdo das furanocumarinas por microprecipitacdo, foi obtida a seguinte

tabela:
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Tabela 1. Rendimento teérico massa/volume das solucdes e massa/massa dos
precipitados obtidos

Amostra  Massada  Volume final do Massa do Rendimento Rendimento
droga extrato antes da precipitado massa/volume  massa/massa
vegetal (g) precipitagcdo (mL) (g) (mg/mL) (mg/g)

EtOH 30,00 164,30 0,33 3,76 11,03

EtOH+HCI 30,00 200,10 0,41 4,38 13,73

Fonte: elaborado pelo autor

Calculado o rendimento tedrico, a analise de cada precipitado foi realizada ap6s
preparo de solucdo com ressuspensao dos precipitados retidos na membrana de
filtracdo de nylon em 100mL de &lcool etilico P.A. e filtragem em filtro de seringa
hidrofébico. As solucfes resultantes foram submetidas a CLAE em triplicata sob as

condicBes: vazao de 0,6 mL/min, temperatura do forno a 35 °C e A = 340 nm.

Analisados o0s cromatogramas resultantes da analise por CLAE, pbdde-se
identificar as substancias de interesse: psoraleno e bergapteno, com tempo de

retencado similar para os dois precipitados sendo 9 e 13 minutos, respectivamente.

Com base nos valores de regressao linear é possivel afirmar que o método é
linear nas concentragdes de 0,5 ug/mL a 10,0 ug/mL, conforme padrao estabelecido
pela ANVISA (2003). A partir da linearidade dos padrdes analiticos das
furanocumarinas (cf. grafico 3), definiram-se as equacdes da reta e foi possivel
determinar as concentracfes de cada furanocumarina com base na area do pico,

como demonstrada na tabela 2.
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Gréfico 1. Curva analitica obtida para o bergapteno (a) e psoraleno (b) por CLAE.
Padrdes analiticos diluidos em élcool etilico P.A. Equacdes de reta: (a) y = 31516x - 3008,2
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com coeficiente de correlagdo linear: r = 0,9998 e (b) y = 29312x - 2735,8 com coeficiente de
correlacédo linear: r = 0,9999

Tabela 2. Concentracéo estimada de furanocumarinas obtidas nos precipitados
de EtOH e EtOH+HCI com base na area do pico apresentadas por média e desvio
padrao (DP) de triplicatas analisadas em CLAE

Precipitado Concentracao (ug/mL)

Bergapteno Psoraleno
EtOH 559,40+5,34 19,90+0,26
EtOH+HCI 754,35+8,28 32,86%0,77

Fonte: elaborado pelo autor

A tabela 2 demonstra uma diferenca em 34,85% na concentracdo média de
bergapteno e de 65,12% na concentracdo média de psoraleno, comprovando a
eficacia da rentabilidade da extracdo com a solucéo acidificada quando comparada
com a extracdo etandlica, sugerida por Neves et al (2002) como a mais indicada para

extracdo das furanocumarinas.

Comparando as duas metodologias de extracdo executadas neste trabalho, foi
obtida concentracdo de bergapteno com aumento de 91,66% e de psoraleno com
redugédo de concentragdo em 58,24% em favor da nova metodologia proposta. Tal
diferenca nas concentracfes precisam ser melhores analisadas e descritas em
estudos prosperos.

A fim de comprovar a significancia e a confiabilidade estatisticas dos dados
comparativos apresentados na tabela 2, tanto do psoraleno quando do bergapteno,
foi realizado o teste t de student para amostras ndo pareadas com intervalo de
confiabilidade de 95%. Foi estabelecida a hip6tese de que as médias sao iguais, a fim
de rejeitar hipotese

O teste t resultou o valor de p<0,0001 para as médias comparadas (Psoraleno:
entre EtOH e EtOH+HCI; e Bergapteno: entre EtOH e EtOH+HCI) e o valor de t =
-12,964 demonstrando que os valores sao significantes estatisticamente (onde o valor
de p deve ser menor que 0,05) e estdo dispostos dentro do intervalo de confianca
(onde t deve estar entre -14,271 e -11,656). Sendo assim, pode-se dizer que ha
evidéncia estatistica quando comparadas as concentracdes obtidas no precipitado
EtOH e EtOH+HCI, e que as concentracdes de bergapteno e psoraleno sdo maiores
no precipitado EtOH+HCI.
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Ensaios como o de precipitagdo espontanea para obtencdo de substancias
oriundas de matéria vegetal ndo foram encontrados nos bancos de dados disponiveis
para pesquisa, como SciElo, Google Scholar, LILACS, MedLife, Cochrane, etc. sendo
este um trabalho que abre um leque de oportunidades para aprofundamentos e
iniciativas a respeito do uso de mama-cadela para obter furanocumarinas para serem
aplicadas no tratamento do vitiligo, psoriase ou outras doencas despigmentantes da

pele, tanto por via topica, quanto por via oral.

7. CONCLUSAO

O trabalho demonstrou resultados satisfatérios quanto o seu objetivo proposto,
uma vez que foi possivel comparar as duas metodologias de extracdo e a partir das
analises realizadas pode-se concluir que a nova metodologia de maceracdo se
mostrou eficaz na extracdo das furanocumarinas e a precipitacdo espontanea mostrou
resultados favoraveis para ofertar o extraido a futuras andlises pesquisas para
caracterizacao e detalhamento dos extratos e precipitados obtidos.

Os resultados obtidos abrem novos caminhos para inovacéo tecnoldgica a fim
de inserir novos sistemas terapéuticos como opc¢ao para o tratamento do vitiligo e
ainda coloca em destaque um incentivo a pesquisa envolvendo a vasta flora nacional,
bem como a preservacao do cerrado brasileiro.

Recomenda-se entdo, apos finalizado este trabalho, que novas pesquisas
sejam feitas e as que ja estdo em andamento, sejam mais aprofundadas para métodos
de extracao vegetal que possam resultar em matéria prima de qualidade para futuras
formas farmacéuticas e ainda que doencas que atingem pequenas parcelas da
populacdo ndo sejam excluidas do foco de pesquisa médico-cientifico, uma vez que
o principal objetivo das ciéncias da saude € promover um bem-estar fisico, social,

psicologico e emocional a todos.
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