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RESUMO

A Operculina macrocarpa (L.) Urban é uma Covolvulaceae anual, com hébitos de
trepadeira, distribuida principalmente em regides tropicais e subtropicais. A jalapa é encontrada
em regides compreendidas entre Antilhas e o Brasil, dentre as varias utilizagcbes populares, as
mais freqlentes sGo como laxante e purgativo em prisdo de ventre e constipagdo cronica. A
congtituicdo quimica de Convolvulaceae € definida por dois grupos resinosos principais, um
deles solivel em éter, denominado de jalapina e outro, mais polar, ainda pouco estudado,
denominado de convolvulina. Ainda fazem parte da constituicdo das resinas outros compostos
organicos e inorganicos. Este trabalho compreende estudos farmacoquimico e de bioatividade,
padronizac&o do extrato, desenvolvimento e validagdo de uma metodologia de doseamento para
0 extrato de Jalapa e desenvolvimento da forma farmacéutica comprimido. No estudo
fitoquimico constatou-se a presenca de polifendis, triterpenos, agucares, além da resina. O
extrato em estudo ndo apresentou: alcaldides, taninos hidrolisdveis, monoterpenos (iridoides),
protoantocianidinas e saponinas. Os resultados obtidos no ensaio da avaliagdo da atividade
laxante demonstraram um aumento significativo da motilidade intestina dos camundongos na
dose de 250 mg/kg quando comparado ao grupo de camundongos que recebeu a dose de
125mg/Kg e equivalente aos resultados obtidos com o grupo de camundongos tratado com
bisacodil 5mg. Os resultados obtidos na validagcdo foram tratados estatisticamente por Analise
de Variancia one-way (ANOVA) e teste t de Sudent. O método demonstrou atender aos
requisitos de Boas Préticas em laboratorios exigidos pela legislacdo brasileira em vigor, RE n°
899 de 29 de maio de 2003 da Agéncia Naciona de Vigilancia Sanitéria, sendo, portanto,
sensivel, exato e preciso para 0 doseamento do extrato de Jalapa do Brasil. Foram estudadas duas
formulagdes, uma contendo principio ativo, celulose 250 , estearato de magnésio e glicolato, a
outra, substituindo o glicolato pela croscarmelose. Os resultados obtidos com os testes fisicos
preliminares de dureza, peso médio, friabilidade e tempo de desintegracéo, demostraram que 0s

comprimidos encontram-se dentro das especificagoes.
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ABSTRACT

The Operculina macrocarp (L.) Urban is an annua Covolvulaceae, with climbing plant habits,
distributed mainly in tropical and subtropical regions. Jalap is found in regions understood
between Antilhas and Brazil, amongst the some popular uses, most frequent is as laxative and
purgative in arrest of womb and chronic constipation. The chemical constitution of
Convolvulaceae is defined by two main resinous groups, one of them soluble in ether, called
jalapina and other, more polar, still little studied, called convolvulina.  Still other organic and
inorganics composites are part of the resins constitution. The present work was conducted in
order to study the pharmacochemistry, bioactivity, the extract standardization, development and
validation of an extract of Jaapa assay methodology to obtain a compressed pharmaceutical
form (tablets). The phytochemical study showed the presence of polyfenoids, triterpenoids,
sugars, beyond the resin. However, it was not verified the presence of alkaloids, tannins,
monoterpenoids (iridoids), protoantocianidines. The assay results of the evaluation at the
laxative activity had demonstrated a significant increase in the mice intestinal motility treated
about 250 mg/kg when compared with the mice group that received treated about 125mg/Kg and,
equivalent results showed with the mice group treated with bisacodil 5mg. The results gotten in
the validation had been dealt with by Analysis Variance one-way (ANOVA) and has estatistical
tested t of Student. The method is in agreement with the Good Manufacture Practice
requirements for laboratories demanded for the Brazilian legislation, RE n° 899 de 29 de maio de
2003 of the National Agency of Sanitary Vigilance, being, therefore, sensible, accurate
Monitoring and precise for the assay at Jalap of Brazil extract. Two formulations had been
studied, one with the raw material, cellulose 250, magnesium stearate and glicolate, and another
one, substitute the glicolate for croscarmelose. The results showed with the preliminary physical
tests of hardness, average weight, friability and disintegration, had demonstrated that the tablets

meet inside of the specifications.
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1.INTRODUCAO

O uso das plantas como remédio € provavelmente tdo antigo quanto a propria
humanidade. O conhecimento desse uso deve ter sido obtido a partir de duas maneiras bésicas: a
experimentacdo, de onde deve ter sido originado também diversos alimentos, mas também por
instinto, isto € uma forma de relacionamento homem- natureza ndo raciona. A favor daincluséo
dessa segunda forma citada, encontram-se os fatos de diversos animais silvestres procurarem
remédios em plantas, como se soubessem racionamente de seu valor terapéutico (GRAVES,
1945).

As sociedades pré-historicas foram gerando gradativamente essas informagdes, que se
acumularam e surgiram escritas nas sociedades posteriores. Diversos artigos relatam listas de
plantas medicinais constantes de farmacopéias ligadas a determinadas culturas (THOMSON,
1981). A fdta de minerais eficazes e da incipiéncia da pesquisa quimica fez as plantas
medicinais chegarem ao final do século XIX como a principal fonte de medicamentos da
terapéutica da época (HARBONE, 1972).

O desenvolvimento da industria, nascida da expansdo das farmacias do século XIX,
comega a reverter o costume da manipulacéo pelas especiaidades farmacéuticas. Neste periodo,
ainda predominavam as plantas, agora produzidas industrialmente com tecnologia simples, mas
equivalente a das outras industrias, mesmo multinacionais (FRENKEL et al, 1978).

Atuamente, pode-se afirmar que a fitoterapia nasceu proxima ao ser humano em fungdo
das suas necessidades béasicas, compondo um verdadeiro acervo histérico-cultura do qual
usufruimos até hoje (STASI, 1995).

Seu declinio, aceitacdo e uso decorrem do surgimento de produtos qualitativamente
melhores, que vieram a ocupar adequadamente as lacunas que os fitoterdpicos ndo preenchiam.
Ja o seu retorno ndo foi motivado pela prépria fitoterapia, mas pelo conjunto de fatores politico-
sociais e culturais que forjaram a contra-cultura em todo mundo (STASI, 1995).

A fitoterapia € uma medicina tradicional, isto € tem como origem ancestral em diversas
culturas. Seu uso tem sido regular e constante por centenas de geraces, que transmitem o
conhecimento de uma geragdo a outra. Este carater tradicional |he imprime o aspecto de forte
integracdo social que facilita sua aceitacdo e adesdo terapéutica contribuindo a0 sucesso
pretendido no tratamento (SIMOES, 1995).
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Operculina macrocarpa (L.) Urban (Convolvulaceae) é uma trepadeira de aspecto
ornamental, caule quadrangular, avermelhado e glabro. Folhas longo-pecioladas, grandes, de
lobos agudos. Flores de corola branca, infundibuliformes, axilares, solitérias (BRAGA, 1976),
cujas raizes sd0 tuberosas, amiléceas e resiniferas. Espécie anual, que apesar de suas
caracteristicas silvestres pode ser cultivada com facilidade a partir de sementes ou do proprio
tubérculo. Os tubérculos adultos séo arrancados, cortados transversalmente em fatias estreitas
gue sdo postas a secar ao sol. Estas sdo comercializadas as toneladas sob 0 home de aparas de
batata (MATOS, 1998), Conhecida popularmente como: Jaapa do Brasil, batata de purga,
xalapa, Jalapa de Séo Paulo, Purgado Amaro Leite, Ipu e Bribniada América (CRUZ, 1980).

Figural e 2. Inflorescéncia e hdbito de Operculina macrocarpa (L.) Urban.

Tal espécie € encontrada em regides compreendidas entre as Antilhas e o Brasil, além de
regides temperadas dos Andes Mexicanos entre 1500 e 2000 metros de atitude em é&reas
lamacentas e de solo profundo. O principal centro de comércio deste vegetal erafeito na cidade
meXicana de Jalapa, de onde originou sua sinonimia mais conhecida. Na Europa é encontrada em
algumas regides, porém, as condicdes climaticas sdo desfavoraveis (PLANCHON, 1937).

Decoctos e infusos dos tubérculos sdo purgativos. Atuando ainda como depurativo do
sangue e naleucorréia, diarréia, desinteria, fraqueza geral, bem como na qualidade de preventivo
da diarréia infantil que costuma verificar-se no periodo de denti¢do. Essa planta tem também a
propriedade de regularizar amenstruagdo (CRUZ,1980).

15



Figura 3 e 4. Tubéculos de Operculina macrocarpa (L.) Urban.

A raiz encerra agUcar, sais, fécula, extrato gomoso e uma resina, dura, quebradica,
acastanhada. (BRAGA, 1976). Foram identificados dois grupos resinosos principais. um soltvel
em éter chamado jalapina e outra mais polar, ndo soltvel em éter chamado convolvulina. Fazem

parte ainda da constituicdo amido, saponina, manitol, acidos graxos e outros compostos
organicos e inorganicos (SHELLARD, 1961).

16



2.0BJETIVOS

2.10bjetivo Geral

Padronizacdo do extrato e desenvolvimento da forma farmacéutica comprimido

utilizando a Jalapa do Brasil( Operculina macrocarpa L.)

2.20Dbj etivo Especificos

I dentificagdo botanica

Padronizagdo do extrato

Avaliacéo da atividade laxante do extrato

Estudo de pré-formulacéo

Desenvolvimento da forma farmacéutica comprimido

Validagdo da metodologia analitica para determinagéo do teor de matéria-prima.
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CARACTERIZACAO E PADRONIZAGAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE
OPERCULINA MACROCARPA (L.) URBAN

2.1. ABORDAGEM FITOQUIMICA DE OPERCULINA MACROCARPA (L.) URBAN

2.1.1. INTRODUCAO

A familia Convolvulaceae compreende 51 géneros de ampla distribuicdo nos tropicos e
subtropicos de todo mundo. S&o plantas em gera trepadeiras, podem ser herbéceas anuais ou
fortemente lenhosas e entdo duradouras, como a maioria dos cipds das matas africanas
(JOLY,1975). A literatura pertinente as caracteristicas farmacoquimicas de O. macrocarpa,
assim como, da maioria de representantes das Convolvulaceae € ainda incipiente, dai a

necessidade de se confirmar os poucos relatos existentes na literatura.

2.1.2. MATERIAISE METODOS

MATERIAL VEGETAL

Individuos de Operculina macrocarpa (L.) Urban foram coletados no municipio de S&o
José de Espinharas, no estado da Paraiba, numa vegetacéo de caatinga situada nas coordenadas:
06°50°’50”°S e 37°19°33’W. O material botanico foi identificado pela Dr’. Maria Bernadete
Costa e Silva, mantendo-se a exsicata sob nimero 66300 no Herbario Dardano de Andrade Lima

(Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria— |PA).

DROGASE REAGENTES

» B-AmirinaP.A. (MERCK)
B - Sitosterol P.A. (MERCK)
Acetato de etilaP.A. (MERCK)
Acido acético P.A. (MERCK)
Acido cloridrico P.A. (REAGEN)
Acido gdlico P.A. (MERCK)
Acido sulfarico P.A. (MERCK)
Agua destilada

YV V.V V V V V
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Anidrido acético P.A. (MERCK)
Anisaldeido (Fluka)

Benzeno P.A. (MERCK)
Benzidina (MERCK)

Butanol P.A. (MERCK)

Cloreto de 2,3,5, trifeniltetrazolio P.A. (Fluka)
Cloroformio P.A. (MERCK)

D (+) — glicose P.A. (MERCK)
Etanol P. A. (MERCK)

Eter P.A. (MERCK)

Metanol P.A. (MERCK)

M etaperiodato de Sodio (MERCK)
Propanol P. A. (MERCK)
Quempferol P.A (MERCK)
Quercetina P.A (MERCK)
Saponina (MERCK)

VanilinaP.A. (CARLO ERBA)

V V V V V V V V V V V V V VYV V V V

EQUIPAMENTOS

NSNS

Balanga de precisdéo GEHAKA mod. BG 1000
Balanca Semi analitica FILIZOLA mod. p/ 5kg
Bomba de vacuo

Camarafotogréfica Nikon Coolpix 7900

Cémara Ultravioleta(250 — 365nm) CHOMATO VUE
Estufa Precision Thelco Model 18

Rotavapor BUCHI INSTRUMENTS 5060 — CV

OUTROS

v

v
v
v

Borrifadores pararevelagdo em CCD
Cubas cromatograficas para CCD
Placas cromatograficas MERCK Art.
Tubos de ensaio
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Tabela 1. Metabdlitos, sistemas de eluicdo, reveladores e referéncias bibliogréaficas utilizadas

para a abordagem fitoquimica de Operculina macrocarpa (L.) urban.

METABOLITO

SISTEMA DE ELUIGAO

REVELADOR

REFERENCIA

Alcal6ides

Monoterpendides,

Sesquiterpendides e

Diterpendides

Triterpendides e

Esteréides

Irid6ides

Saponinas

AcUcares redutores

Cumarinas

Derivados cinamicos

Fenilpropanoglicoside

0s

Flavondides

Proantocianidinas

Condensadas e

L eucoantocianidinas

Acido Gdlico

Taninos hidrolizaveis

AcOEt —N-PrOH - H,0O

(5,7:3,2:1,3vIv)

Benzeno — AcOEt
(97 : 3Vviv)

AcOEt — C;Hg
(20: 80 viv)

AcOEt — HCOOH - AcOH

(100:11:11: 26 Vviv)

AcOEt — HCOOH — AcOH

(100:11:11: 27 viv)

AcOEt — N-Propanol — H,0O

(5,7: 3,2: 1,3 Vvlv)
Eter-tolueno-AcOH
(50:50: 50 v/v)

AcOEt — HCOOH — AcOH

(100:11:11: 26 Vviv)

AcOEt — HCOOH — AcOH

(100:11:11: 26 viv)

AcOEt - HCOOH- AcOH - H,O

(100: 11:11: 26 viv)

AcOEt — HCOOH — AcOH -

(100: 11:11: 26 viv)

AcOEt — HCOOH — AcOH -

(100:2:2:2Vvl)

AcOEt — HCOOH — AcOH - H,0O

(100:11:11: 26 viv)

H.O

HO

%

H,O

HO

HO

HO

Dragendorff

Vanilinasulfdrica

Liebermann
Burchard

Vanilinasulfdrica

Anisaldeido

Trifeniltetrazdlio

u.Vv.

NEU

NEU

NEU

Vanilina Cloridrica

NEU

NEU

(WAGNER, 1996)

(WAGNER, 1996)

(SHARMA, 1991)

(HARBONE, 1998)

(WAGNER, 1996)

(WALLENFELS,
1950)

(WAGNER, 1996)

(WAGNER, 1996)

(WAGNER, 1996)

(MARKHAM, 1982)
(HARBORNE,
1998)

(ROBERTSON,
1955)

(XAVIER, 2001)

(XAVIER, 2001)
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2.1.3. METODOS

PESQUISA DE ALCALOIDES
Revelando-se o cromatograma com o reagente de Dragendorff, a presenca de manchas

de coloracdo alaranjadaintensa foi usada como critério para acusar a existéncia de alcal 6ides.

PESQUISA DE MONOTERPENOIDES, SESQUITERPENOIDESE DITERPENOIDES
Revelando-se 0 cromatograma com vanilina sulfirica e aguecimento em estufa (100°C,

durante 5 minutos), o surgimento de manchas com colorag&o azul escura foi usado como critério

de evidéncia de monoterpendides, sesquiterpendides e diterpendides, consoante os valores de Rf

apresentados.

PESQUISA DE TRITERPENOIDESE ESTEROIDES

Empregando-se padrdes de B-amirina e B-sitosterol, apds aplicacdo do reagente de
Liebermann Buchard procedeu-se aguecimento em estufa (100°C, durante 5 minutos).
Realizando-se uma visualizacgo no visivel e em camara de UV (365 nm). O surgimento de
manchas com coloragdo levemente résea a avermelhada foi usando como critério para assegurar

a presenca de triterpenoides e esterdides.

PESQUISA DE IRIDOIDES
Empregando-se padrédo de ipolimida, o cromatograma foi revelado com vanilina
sulfdrica, seguida de aguecimento em estufa (100°C, durante 5 minutos). O surgimento de

manchas com coloragdo violeta foi usado como critério de evidéncia de iridoides.

PESQUISA DE SAPONINAS
Empregando-se saponina padrdo MERCK, revelando-se com anisaldeido, seguida de
estufa (100°C, durante 5 minutos). O surgimento de manchas com coloracgo verde escura foi

interpretado como resultado positivo para saponinas.

PESQUISA DE CUMARINAS
Observando-se em camara de UV (365 nm), manchas de fluorescéncia azul foram usadas como

critério de evidéncia de cumarinas.
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PESQUISA DE DERIVADOS CINAMICOS
Manchas de fluorescéncias tenuamente azuladas no UV (365 nm), apés revelacdo com o
reagente de NEU, e nova observagéo no UV (365 nm), apresentando-se entéo com fluorescéncia

azul intensa foram usadas como indicativo da presenca de derivados cinamicos.

PESQUISA DE FENILPROPANOGL ICOSIDEOS
Manchas de fluorescéncias tenuamente azuladas no UV (365 nm), apds revelacdo com o
reagente de NEU, e nova observagéo no UV (365 nm), apresentando-se entédo com fluorescéncia

verde-lim&o foram usadas como indicativo da presenca de fenil propanoglicosideos.

PESQUISA DE FLAVONOIDES
Revelando-se com reagente NEU, procedendo-se a observacdo em camara de UV (365
nm). Manchas de fluorescéncia aaranjada (as vezes vermelha), amarela ou verde foram usadas

para atestar a presenca de flavonoides.

PESQUISA DE PROANTOCIANIDINAS CONDENSADAS E
LEUCOANTOCIANIDINAS

A presenca de manchas de coloragéo vermelha apos revelagdo com vanilinacloridricae
visualizagdo no visivel foi usada como critério determinante da existéncia de proantocianidinas

condensadas e leucoantocianidinas.

PESQUISA DE ACIDO GALICO
Aliquotas do extrato metandlico foram co-cromatografado com padréo de écido gélico,
através de CCD. Manchas de fluorescéncia azul (UV 365 nm) quando reveladas com NEU foram

usadas como critério da presenca de &cido gdlico.

PESQUISA DE TANINOSHIDROLIZAVEIS
A presenca de taninos hidrolizaveis foi investigada obedecendo a uma modificagdo do
protocolo proposto por Stiasny (STIASNY, 1912).
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PESQUISA DE ACUCARESREDUTORES

Empregando-se glicose como padréo e revelando-se o cromatograma com cloreto de
2,3,5, trifeniltetrazélio, apds aguecimento em estufa (100°C, durante 5 minutos). O surgimento
de manchas com coloracdo vermelha foi interpretado como resultado positivo a presenca de

acUcares redutores.

2.1.4. RESULTADO E DISCUSSAO
Os ensaios fitoquimicos nos permitiram constatar a presenca de: triterpendides e

esterdides, cumarinas e agucares.

O extrato ndo apresentou, nas condigdes analiticas empregadas. acaloides, écido gélico,
protoantocianidinas, iridoides, saponinas e glicosideos cardiacos.

Os resultados obtidos pela prospeccéo fitoquimica podem ser observados natabela 2.

Tabela 2. Metabdlitos secundarios encontrados no extrato metandlico da Operculina macrocarpa
(L.) Urban.

METABOLITOS EXTRATO
Alcaléides -

Monoterpendides, Sesquiterpendides e -

Diterpendides

Triterpendides e Esteréides +
Irid6ides -
Saponinas -
Acucares redutores +
Cumarinas +

Derivados cinamicos
Fenilpropanoglicosideos
Flavondides

Proantocianidinas Condensadas e
L eucoantocianidinas
Acido gdlico

Taninos hidrolizaveis

Expressdo dos resultados. (+) = positivo; (-) = negativo.
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2.2. OBTENGCAO DE RESINAS GLICOSIDICAS A PARTIR DO PO DE OPERCULINA
MACROCARPA (L.) URBAN

2.2.1. METODO
Obedecendo a um protocol o determinado por Noda et al (1987) tubérculos (300g) secos e
pulverizados, foram extraidos separadamente e exaustivamente com aumento de polaridade

hexano (EH), cloroférmio (EC) e metanol (EM), sucessivamente em temperatura ambiente (48

horas para cada solvente). Em adicdo os solventes foram evaporados sob presséo reduzida em
temperatura de 40° C.

Figura 5. Baldo contendo residuo metandlico de Operculina macrocarpa (L.) Urban.

2.2.2. RESULTADOSE DISCUSSAO

Foram obtidos respectivamente dos extratos cloroférmico e metandlico, seus residuos
correspondentes para a obtencdo de resinas glicosidicas. Sendo este Ultimo lavado com agua
destilada para obtencéo de um precipitado castanho, cujo rendimento foi de 3,5 g.

Para comprovagdo da existéncia de resinas glicosidicas nos dois residuos, efetuamos
inicialmente uma andlise cromatografica (gel de silica MERCK Alemanha, art 105554)
empregando-se como fase mével a mistura constituida por acetato de etila: propanol: égua (5,7:
3,2: 1,5 v/v), revelando-se o cromatograma com metaperiodato de sodio/benzidina e cloreto de
trifeniltetrazolio (TTZ), de formaa caracterizar os agUcares redutores e ndo redutores por ventura

presentes.
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O cromatograma correspondente as amostras do extrato cloroférmico e metandlico
(figura 6) quando revelado com metaperiodato/ benzidina mostrou que apenas a amostra deste
ultimo contém aguicares que reagem facilmente com o reagente (hidroxilas vicinais). Como este
procedimento ndo invalida a existéncia de agUcares redutores também presentes no extrato
cloroformico, um cromatograma semelhante foi efetuado revelando-se com TTZ. Com este
revelador obteve-se um cromatograma onde a amostra do residuo cloroférmico mais uma vez
n&o mostrou reagdo positiva para agucares (figura 7).
Os componentes do residuo metandlico sdo facilmente perceptiveis quando usamos o

sistema e os reveladores ja citados.

Figura 6. Cromatograma da resina glicosidica obtida. 1- Extrato Cloroférmico e
2- Extrato Metandlico.
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Figura 7. Caracterizacdo de agucares no extrato cloroférmico. Cromatograma 1- Residuo
cloroférmico e 2-Glicose e Rhamnose respectivamente.

Sistema: Acetato de etila/Propanol/Agua (5,7:3,2:1,3 v/v). Revelador: Cloreto de
trifeniltetrazolio TTZ.

2.3. ESTUDO COMPARATIVO ENTRE A AMOSTRA DE AGUARDENTE ALEMA E O
RESIDUO METANOLICO OBTIDO.

A tintura de Jalapa foi introduzida na terapéutica por Cadet de Gassicourt quando
retornou de incursdes efetuadas na Moravia e Baviera (1809), dai 0 nome de aguardente alema
(eau-de-vie dlemande) (GORIS, 1949).

2.3.1. MATERIAL
Foram fornecidas duas amostras da Aguardente Alema (tintura de O. macrocarpa)
produzidas pelo Laboratorio Sobral no Piaui: uma contendo o extrato hidroal codlico e caramelo,

gue entra na formulagdo como edul corante, e outraisenta do caramelo.

2.3.2. METODO

Uma aiquota de 400 mL de Aguardente Alemd, contendo caramelo, foi submetida a
evaporacao sob pressdo reduzida a temperatura de 40° C, para eliminagdo do solvente, obtendo-
se um residuo castanho-amarelado. Este foi pré-purificado lavando-se com égua destilada,

seguindo-se de filtragdo a vécuo.
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2.3.3. RESULTADO E DISCUSSAO

Obteve-se um residuo castanho-amarelado cujo rendimento foi de 5,58 g.

Comparando o cromatograma contendo a amostra do residuo metandlico e as amostras
fornecidas pelo Laboratério Sobral, constatou-se a presenca de resinas glicosidicas equivalentes

aquel as do residuo metandlico (figura 8).

Figura 8. Cromatograma 1- Residuo cloroférmico; 2- Amostra sem caramelo; 3- Amostra com
caramelo e 4- Residuo metandlico.

Sistema: Acetato de etila/Propanol/Agua (5,7:3,2:1,3 v/v). Revelador: Metaperiodato de sodio
0,1%/Benzidina.

2.4. AVALIACAO DA PRESENCA DE POLIFENOISNO EXTRATO METANOLICO

Visando conhecer melhor as caracteristicas do extrato metandlico, no que concerne a
presenca ou auséncia de polifendis, efetuamos uma analise cromatografica de uma amostra do

mesmo.

2.41. METODOS

Preparacéo do Extrato Metandlico

Tubérculos secos e pulverizados (3 g), foram submetidos a uma infusdo metandlica,
mantendo-se uma agitacdo constante durante 2 horas.

A andlise Cromatogréfica foi realizada por cromatografia em camada delgada (CCD)
em Silica Gel (Merck Alemanha 105553) desenvolvida pela combinagdo dos solventes Acetato
de etila/Acido Acético/Acido Férmico/Agua (100:11:11:26 v/v) e NEU, como revelador.
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2.4.2. RESULTADOSE DISCUSSAO

A luz do cromatograma obtido constatou-se que o extrato metandlico
apresentava manchas correspondentes a derivados cindmicos e cumarinas (estas visiveis no

ultravioleta 365 nm, sem a necessidade de revelador). Conforme figura 9.

Figura 9. Caracterizagcdo de polifendis no extrato metandlico

2.5. HIDROLISE ACIDA DOS EXTRATOS METANOLICO E CLOROFORMICO DA
OPERCULINA MACROCARPA (L.) URBAN

Para constatar 0 conteido de resinas glicosidicas presentes nos tubérculos, um ensaio
hidrolitico foi efetuado, sendo os hidrolisados analisados por cromatografia em camada delgada
de forma a por em evidéncia os agucares presentes.

2.5.1. METODOS

Adicionou-se 50 mL de 1,4 dioxano/H20 (1:1v/v) com 150 mg da resina (obtida por
precipitacdo de extrato metandlico, com égua), e 40 mL de H,SO,4, mantendo-se sob refluxo com
agitacdo constante durante 3 horas. O hidrolisado foi tratado com Carbonato de Bario (BaCOs),
para se eiminar a acidez. Particionando-se em seguida o hidrolisado com éter dietilico, sendo a
fase aquosa submetida a andlise cromatografica (gel de silica MERCK Alemanha, art 105554),
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empregando-se como fase méve a mistura constituida por acetato de etila: propanol: agua (5,7:
3,2: 1,5 v/v), revelando-se o0 cromatograma com cloreto de trifeniltetrazolio TTZ.

Adicionou-se 8 mL de 1,4 dioxano/H20 (1:1) com 25 mg da resina do extrato
cloroférmico concentrado e 7 mL de H,SO,4, mantendo-se sob refluxo com agitacdo constante
durante 3 horas. O hidrolisado foi tratado com Carbonato de Bario (BaCOs), para se eliminar a
acidez. O residuo alcalinizado foi submetido a andlise cromatogréfica (gel de silica MERCK
Alemanha, art 105554) empregando-se como fase movel a mistura constituida por acetato de
etilaz propanol: agua (5,7: 3,22 1,5 v/v), revelando-se o cromatograma com cloreto de
trifeniltetrazolio TTZ.

2.5.2.RESULTADO E DISCUSSAO

O cromatograma contendo fase aquosa do hidrolisado e os padrfes de rhamnose,
glicose e fucose, mostrou que a glico-resina da Operculina macrocarpa contém essencia mente
rhamnose e glicose.

1] [o] [ 4]

Figura 10. Caracterizacdo de agucares no extrato metanolico. Cromatograma 1- Fase aquosa; 2-
Rhamnose; 3- Glicose e 4- Fucose.

Sistema: Acetato de etila/Propanol/Agua (5,7:3,2:1,3 v/v). Revelador: Cloreto de
trifeniltetrazolio TTZ.
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Enquanto o cromatograma de residuo cloroférmico da Operculina macrocarpa , ndo foi

positivo para os agucares. rhamnose, glicose e fucose

2.6.CONCLUSAO

Os resultados obtidos pela prospeccéo fitoquimica foram positivos para triterpendides e
esterdides, agUcares redutores e cumarinas.

O contetido de resina glicosidica em Operculina macrocarpa deve-se a moléculas de
polaridade elevada, solUveis em metanol. Sendo estas constituidas por glico-resinas cujos
acucares sdo predominatemente glicose, rhamnose e fucose. A jalapina, supostamente contida no

residuo cloroférmico ndo foi encontrada

2.7.PADRONIZACAO DOSEXTRATOS

2.7.1.METODO

DETERMINACAO DA GRANULOMETRIA DO PO

Parte da amostra de pd bruto foi submetido a vibragdo no aparelho de reparticéo
granulométrica utilizando um conjunto de tamizes com as seguintes aberturas de malhas
(75;150;180;250;425;600 mm/um) seguindo procedimento descrito na Farmacopéia Brasileira
4ed.

PREPARACAO DOSEXTRATOS

Os extratos foram preparados utilizando-se 50g de amostra, 250mL de solucéo
hidroal codlica, porém variando: tempo de maceracdo (24 horas, 7dias, 14 dias), as proporcoes de
&gua e etanol na solucéo hidroalcodlica (50%, 20:80% é&gualetanol, 20:80% etanol/agua) e a
granulometria onde foram selecionadas as caracteristicas de particdo para o po ( po fino + po
finissmo, pé moderadamente fino, p6 moderadamente grosso) segundo Farmacopéia Brasileira
4ed, 1988, conforme tabela 3.
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Tabela 3. Representacdo da variagcdo dos parametros para padronizacdo dos extratos

Extratos Quantidade de Granulometria Solugdo Tempo de
po(Q) Hidroalcodlica  maceragéo
(250 mL)
1 50 Pé bruto 50% 24 horas
2 50 Pé bruto 50% 7 dias
3 50 P6 bruto 50% 14 dias
4 50 P6 bruto 20-80 7 dias
Agua/etanol
5 50 P6 bruto 80-20 7 dias
Agualetanol
50 P6 fino + po finissimo 50% 7 dias
7 50 P6 moderadamente fino 50% 7 dias
50 P6 moderadamente 50% 7 dias
grosso

A quantificacdo da resina foi obtida utilizando a metodologia analitica descrita na
Farmacopéia Brasileira 12 ed., onde misturou-se 20mL do extrato num funil de separacéo com 10
mL de cloroférmio, adicionou-se 12g de citrato de potassio em 12 mL de &gua, agitando bem.
Quando as duas fases estavam separadas completamente apds 12 horas de repouso, a camada
inferior foi desprezada e filtrou-se a camada superior para uma cdpsula tarada, o funil foi lavado
com uma mistura de 5mL de cloroférmio com 10mL de alcool e adicionado ao contelido da
cdpsula. Foi evaporado em banho maria e em seguida levado a estufa para secar a 100°C, até
peso constante.

Este residuo deveria pesar no minimo 0,29, 0 que corresponderia a um minimo de 10% da

resina

2.7.2.RESULTADOSE DISCUSSAO

Os extratos obtidos foram analisados segundo a metodologia descrita. Os resultados

foram tratados a partir da média da triplicata das anaises. Ao analisar todas as variaveis testadas
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concomitantemente, estas ndo apresentaram diferencas relevantes no parametro discriminativo
que € o teor de resina, conforme descrito na tabela 4 abaixo.
Tabela 4. Quantificacdo daresina de jalapa nas diferentes varidvel s testadas

Amostras  Teor deresina (%)
1 215

19,34

19,17

18,87

19,5
18,67
16,52

0 N OO O A~ WD

Variando o tempo de extragéo (24 h, 7 dias e 14 dias) podemos concluir que uma reducdo
no namero de horas ndo implica em diferencas significativas no teor de resina dos extratos.
Sendo assim, fazendo uma transposi¢éo para escala industrial, 0 tempo de processo, o qua inclui
o tempo de extracdo, € um fator que implica diretamente no custo do produto final. Também
deve ser considerado que um processo de extracdo demorado pode ocasionar outros problemas,
como ser 0 extrato passivel de contaminagdo microbiolOgica, apesar de sua cCOmpoSiGa0 ser
hidroal codlica (50:50;v/v). Constatou-se que ndo existe diferenca significativa entre os teores de
resina quando comparamos o extrato 1, contendo po bruto (que ndo foi submetido ao processo de
particdo granulométrica) com os extratos 6 e 7. O extrato 8 apresentou um teor de resinainferior
aos demais sendo excluido do estudo comparativo.

Anaisando a variavel, proporcdes de &gua e etanol na solucdo hidroalcodlica, observou-
se gque a escolha do extrato utilizando solugdo hidroalcodlica (50:50;v/v) promoveria uma
reducdo dos custos do processo, uma vez que, ndo existe diferencgas significativas entre o extrato
mencionado e o extrato utilizando uma maior proporgdo de etanol. O extrato 5 ndo apresentou
particéo de fases.

Partindo destas consideragdes e diante dos resultados obtidos com as diferentes variaveis,
0 estudo prosseguiu com o extrato selecionado de jalapa sendo obtido passando pelo seguinte
processo: partindo-se da matéria-prima (pd bruto), preparado em solucéo hidroalcodlica (50:

50;v/v) e macerado durante 24h.
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CAPITULO 111



DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DA METODOL OGIA DE
QUANTIFICACAO GRAVIMETRICA DE RESINA GLICOSIDICA EM
FITOTERAPICO CONTENDO OPERCULINA MACROCARPA( L)

URBAN
LucianaR. deLimal , Haroudo S. Xavier 2, JulianaL. Meira3, Pedro J.Rolim Neto1*

1-Laboratério de Tecnologia dos Medicamentos, Universidade Federa de Pernambuco,
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Av. Prof. Arthur de Sa, g/n, Cidade Universitéria,
Recife-PE, CEP 50740-521.

2 - Laboratério de Farmacognosia, Universidade Federa de Pernambuco, Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas, Av. Prof. Arthur de S3, s/n, Cidade Universitéaria, Recife-PE CEP
50740-521.

3 - Nucleo de Controle de Qualidade de Medicamentos e Correlatos, Universidade Federal de
Pernambuco, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Av. Prof. Arthur de S4, s/n Cidade
Universitaria, Recife-PE, CEP 50740-521.

3.1.RESUMO

O extrato de tubérculos de Operculina macrocarpa (Jalapa do Brasil) € um produto
fitotergpico, com eficacia no tratamento de constipagdo, como laxante. A resina quantificada é
extraida com solucdo hidroalcdolica apresentando constituintes organicos e inorganicos,
podendo ser dividida em duas frages principais. uma solUvel em éter, chamada de jalapina e
outra, mais polar, ainda pouco estudada, denominada convolvulina. O interesse principal deste
trabalho foi propor uma otimizagdo da metodologia gravimétrica para doseamento da resina
descrita na Farmacopéia Brasileira Primeira Edic&o e sua validago com o objetivo de diminuir
0s custos e o0 tempo de particdo das fases. Os resultados obtidos na validagdo foram tratados
estatisticamente por Andlise de Variancia one-way (ANOVA) e teste t de Student. O método
demonstrou atender aos requisitos de Boas Préticas em laboratorios exigidos pela legislagdo

brasileira em vigor, REn° 899 de 29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia
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Sanitéria, sendo, portanto, sensivel, exato e preciso para 0 doseamento do extrato de Operculina
macrocar pa, conhecida popularmente como Jalapa do Brasil.

Unitermos. Doseamento, Validacéo, Operculina, Jalapa do Brasil, Fitoterdpico.

* Contato com o autor:
UFPE - DCFAR-LTM Fone/Fax:81-32721383

e-mail: prolim@ufpe.br; prolim@globo.com

3.2ABSTRACT

The tubercle extract of Operculina macrocarp (Jalap of Brazil) is a phytomedicine, with
effectiveness in the treatment of constipation, as laxative. The quantified resin is extracted with
hydro-alcoholic solution, presenting constituent organic and inorganic, being able to be divided
in two main fractions: one soluble in ether, called jalapina and other, more polar, still little
studied, called convolvulina. The main objective of this work was to consider the optimization
of the gravimetrical methodology for assay of the resin described in the Brazilian Pharmacopeia,
First Edition and its validation, with the objective to diminish the costs and the partition time of
the phases. The results achieved in the validation had been statistically treated by one-way
Variance Analysis (ANOVA) and t test of Student. The method demonstrated to attend to the
Good Manufacture Practice requirements for laboratories, demanded by actual brazilian law, RE
n° 899 of May 29" of 2003 from the National Agency of Sanitary Vigilance, being therefore,
sensible, accurate and precise for the assay of the Operculina macrocarpa extract, known
popularly as Jalap of Brazil.

Keywords. Assay, Validation, Operculina, Jalap of Brazil, Phytomedicine.

3.3INTRODUCAO

A Operculina macrocarpa (L.) Urban € uma Covolvulaceae anual, com hébitos de

trepadeira, distribuida principalmente em regides tropicais e subtropicais. Fazem parte também
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desta familia as espécies do género |pomoea, que produzem a conhecida raiz tuberosa de batata
doce (Joly, 1975).

A jaapa é encontrada em regides compreendidas entre Antilhas e o Brasil, dém de
regides temperadas dos Andes Mexicanos, em regides lamacentas e de solo profundo.
(Planchon,1937). No Brasil € encontrada em varios estados recebendo assim diversas sinonimias
populares, dentre as mais citadas na literatura estdo: Batata de purga, Xaapa, Jaapa de S&o
Paulo, Purgado Amaro Leite, Jalapa do Brasil (CRUZ, 1980).

Dentre as varias utilizagbes populares, as mais freqlientes sdo como laxante e purgativo
em prisdo de ventre e constipacdo crénica. Emprega-se também como depurativo do sangue e na
leucorréia, diarréia, disenteria, fraqueza gera. Esta planta tem também a propriedade de
regularizar a menstruagéo (CRUZ, 1980).

Classicamente a consgtituicdo quimica de Convolvulaceae € definida por dois grupos
resinosos principais, um deles solavel em éter, denominado de jalapina e outro, mais polar, ainda
pouco estudado, denominado de convolvulina (NODA, 1987). Ainda fazem parte da constitui¢éo
das resinas outros compostos organicos e inorganicos (SHELLARD,1961).

E exigéncia da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Resoluggo (RDC
N° 48, 2004), que regula os medicamentos fitoterapicos, que para efeito de registro, se faz
necessario a elaboracdo de um relatério de controle de qualidade, incluindo andlises qualitativas
e quantitativas dos principios ativos e/ou marcadores, quando conhecidos, ou classes de
compostos quimicos caracteristicos da especie.

Sendo parte integrante da qualidade, a vaidagdo segundo normas da ANVISA
(Resolucéo RE n° 899, 2003), tem como objetivo garantir, por meio de estudos experimentais,
que o método atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados. Para tanto, deve apresentar especificidade, linearidade, intervalo, preciséo,
sensibilidade, limite de quantificacdo, exatiddo, adequados a andlise, demonstrando que o
método é apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a determinacdo qualitativa, semi-
guantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substéncias em produtos farmacéuticos. O
uso de ferramentas estatisticas adequadas, tais como teste T Student e teste F, andlise de
variancia, regressdo linear entre outras, estdo indicadas para demonstragdo dessa evidéncia
objetiva da validade do método (BARROS, 2002).
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O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e validar uma metodologia de doseamento

para o extrato de Jalapa do Brasil a partir de método gravimétrico.

3.4MATERIAL E METODOS

3.41.MATERIAL

Foram coletadas amostras de Operculina Macrocarpa em Sdo José de Espinhais no
Estado da Paraiba, numa vegetacdo de caatinga, situada nas coordenadas:06°50°50”’S e
37°19°33’W. A responsavel pela identificagdo da espécie foi a prof. Maria Bernadete Costa e
Silva, a exsicata se encontra depositada no IPA (Empresa Pernambucana de Pesguisa
Agropecuaria) sob n° de registro:66.300.

O materia utilizado foi o extrato hidroalcdolico 50% de Jalapa do Brasil (Operculina
macrocarpa), Cloroférmio (Nuclear®); Citrato de potassio (Nuclear®) , Agua destilada, Acetato
de Etila (Nuclear®), Propanol (Merck®), Metaperiodato de sadio (Merck®), Benzidina (Merck®),
Placas Cromatogréficas de Gel de Silica Merck.

3.42.METODOS

Desenvolvimento da M etodologia

Preparacdo do extrato de Jalapa

Foram pesados 400 g de batata de purga secas e trituradas com tamanho de particula entre
400 - 840um e transferidas para um percolador de ago inox onde foi submetida a um processo de
maceracdo por 24 horas utilizando 2000 mL de solugéo hidroal coolica 50%.

Este processo foi definido a partir de ensaios em diferentes condigdes, fazendo variar o

tamanho de particulas, o tempo de maceracao e a propor¢do de solucdo hidroal cdolica.
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O método gravimétrico (Farmacopéia Brasileira 12 ed.,1926) determina que sgam
tomados 20 mL de extrato e transferidos para um funil de separagdo, em seguida adiciona-se 10
mL de clorofémio, 12 g de citrato de potassio e 12 mL de &gua destilada, agita-se vigorosamente
e deixa em repouso por 12 horas. Ocorre uma separacdo em duas fases: uma cloroférmica
(superior) e uma aguosa (inferior). A fase inferior é descartada e a fase superior é transferida
para uma cdpsula previamente tarada e concentrada em banho-maria. O residuo é seco a 100°C
até peso constante.

Foi desenvolvida uma metodologia na qual o citrato de potéssio foi retirado e a fase
quantificada passou a ser a inferior. Também foi viabilizada uma redugdo no tempo de particdo
das fases que passou de 12 para 2 horas sem redugdo na capacidade de particdo das duas fases.

Esta avaliagdo ocorreu a partir da observacdo da qualidade da particéo em diferentes tempos.

Estudo da Validagéao

Os parametros avaliados foram a Robustez, Linearidade, Especificidade, Precisdo, Limite
de Deteccéo (LD), Limite de Quantificagdo (LQ) e Exatidéo.

Linearidade

A linearidade foi avaliada através do tratamento dos dados por regresséo linear pelo
método dos minimos quadrados dos pontos médios de 3 (trés) curvas de calibracdo auténticas,

contendo cinco concentragOes equivalentesa5; 7,5; 10; 12,5 e 15 mg/mL daresina de Jalapa.

Limite de Detecgéo (L D) e Limite de Quantificagéo (L Q)

Os limites de detecgdo e o de quantificagdo foram calculados pela divisdo do desvio
padréo dos coeficientes lineares das trés curvas de calibragdo do ensaio de linearidade pela
média dos coeficientes angulares destas respectivas curvas e multiplicado por 3,0 e 10,0
respectivamente. (Resolugdo RE n° 899, 2003)
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Robustez

A robustez do método avaliou as seguintes variaveis. presenca ou auséncia de citrato,
presenca ou auséncia de luz e tempo de particdo das fases. A avaliacdo dos resultados foi
realizada através da andlise de varianciaone-way (ANOVA) eteste t de Student.

Especificidade

Foi avaliada a partir da andlise do placebo solugéo hidroal cdolica 50% em cromatografia
de camada delgada, utilizando como fase movel: acetato de etila/propanol/agua (5,7:3,2:1,3),
fase fixa: Placa Cromatogréfica de Gel de Silica Merck e substéncia reveladora: Metaperiodato
de Sodio/Benzidina.

Precisao

A precisdo foi avaliada nos niveis. repetitividade e precisdo intermediaria. A
repetitividade foi determinada pela andlise de seis amostras individuais (sextuplicata). A precisdo
intermediariafoi determinada em dois dias por dois andlistas diferentes.

A repetitividade foi expressa através do coeficiente de variacdo entre as amostras (CV) e

aprecisdo intermediéria, além do CV, foi avaliada pelo teste t de Student.

Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada a partir da andlise de amostras em concentragdes
conhecidas do extrato de Jalapa equivalentes a 50, 100 e 150 % da concentracéo tedrica
analisada. Os resultados foram avaliados através do teste t de Student pareado, comparando-se 0s

resultados em relagéo ao valor tedrico definido para cada concentracéo analisada.
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Todas as andlises foram realizadas em triplicatas e para cada parametro avaliado foram preparadas curvas

controles diérias com as concentragGes de 5, 10 e 15 mg/mL.

3.5.RESULTADOSE DISCUSSAO

Desenvolvimento da M etodologia

A partir do extrato fluido obtido e otimizado no processo, controlando-se as varidveis:
tamanho de particula, tempo de maceracdo e propor¢do da solugdo extrativa, foi desenvolvida e
validada a metodologia analitica de tal maneira que o citrato de potéssio, que tinha a fungdo na
metodologia de tornar a fase aguosa mais densa que a cloroférmica, foi retirado e a fase
quantificada passou a ser ainferior.

O tempo de particdo das fases (cloroférmica e aquosa) foi reduzido de 12 para 2 horas, na
auséncia de citrato.

A cépsula de porcelana e o banho-maria foram substituidos por placa de petri e chapa de

aquecimento reduzindo, assim, o tempo de andlise sem com isso prejudicar o teor do analito.

Com aretirada do citrato de potéssio e a redugdo do tempo de particéo, foram reduzidos

0s custos analiticos tornando a metodologia mais viavel para aplicacdo narotinaindustrial.

Linearidade

Para o parametro de linearidade, os resultados apresentados estéo ilustrados (Figura 1) e
demonstraram que o método é linear, tendo regressdo linear estatistica significativa, com
equacdo dareta Y = 1,4867(+0,0521)X — 1,2667 (+ 1,1073), correlacionando concentracéo do
extrato (X) e porcentagem de resina obtida (Y), onde R2 = 0,9935, o que sugere que 99,35 % dos

valores sdo explicados em torno da média, sendo minimizado os residuos.
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A partir da andise de variancia (Tabela 1) podemos verificar alinearidade do método e a
significancia estatistica da curva gjustada. As analises de variancia dos dados demonstraram que
0 método € linear, na faixa de concentracéo testada (5 — 15 mg/mL) e que ndo ha falta de gjuste

do modelo com 95% de confianca.

Limite de Quantificacdo (L Q) e de Deteccéo (L D)

Os limites de deteccéo (1,2816 mg/mL) e de quantificagdo (1,9418 mg/mL) obtidos de
acordo com o tratamento descrito na RE n° 899, ANVISA, mostram que o método € bastante

sensivel aresina.

Robustez

Os resultados da avaliagdo dos parametros da robustez foram avaliados por teste t de
Student e andlise de variancia one-way e estdo apresentados natabela 2.

Como os valores calculados foram menores que os tabelados comprovou-se que ndo ha

diferenca estatisticamente significativa entre variaveis dos diferentes parametros analisados, com

um interval o de confianga de 95%.

Precisao

O método apresentou-se preciso nos dois nivels avaliados. A repetitividade realizada em
sextuplicata com concentragdo a 100%, apresentou um coeficiente de variagdo (CV) de 4,43%
inferior ao especificado pela Resolucéo vigente, que € de 5 % (Tabela 3).

Na precisdo intermedidaria, ndo foram evidenciadas diferencas estatisticamente
significativas entre analistas e dias diferentes, empregando-se o teste t de Student, com 95% de

confianga, como observado nas Tabelas 4 €5, onde 0 t cacuiado € iNferior a0 t tabeiado-
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Egpecificidade

Na andlise do placebo (solugdo hidroalcdolica 50%), ndo foi detectada a presenca de
acucares caracteristicos da resina da Jalapa comprovando-se a especificidade do método (Figura
2).

Exatidao

A exatidéo do método foi comprovada pelo estudo de trés concentragdes diferentes (50%,
100%, 150%). Os resultados foram tratados pelo teste t de Student, o qual demonstrou que o
tcalculado foi inferior ao ttabelado comprovando que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os valores médios obtidos e os esperados das trés concentragtes analisadas,
com um intervalo de 95% de confianga (Tabela 6). Para as concentracdes de 50, 100 e 150%,

foram encontrados os respectivos percentuais de recuperagéo: 51,67%, 103,5% e 153,33%.

3.6.CONCLUSAO

O método apresentado foi desenvolvido e validado com a finalidade de disponibilizar
uma metodologia alternativa para a quantificagdo da resina de Operculina macrocarpa. Os
resultados obtidos mostram que o método atende aos requisitos de Boas Préticas de Laboratorio,
pois apresenta a confiabilidade requerida para um método analitico.

Além de ser uma alternativa rapida, segura e de baixo custo para arotina de umaindustria

farmacéutica, evidencia a vital importancia dessa ferramenta de quaidade no
desenvolvimento
de metodologias analiticas voltadas para a realidade de cada empresa no segmento de

produtos fitotergpicos.
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Tabela 1. Resultados da andlise de variancia para linearidade

Fonte SO al MO F F-critico
Modelo 414,4083 1 414,4083 946,526  4,6672
Residual 5,6917 13 0,4378 Curvalinear
Faltade ajuste  2,6917 3 0,8972  2,9907  3,7083
Erropuro 3,0000 10 0,3 N&o ha falta de ajuste
Total 420,1000 14 30,0071

SQ = Soma Quadratica; gl = Graus de Liberdade; MQ = Média Quadratica

Linearidade -1 4g67x - 1,2667
R? =0,9935
25,000
—~ 20,000
X
< 15,000
©
ZC3 10,000
@ 5,000 -
0,000 . - -
0 5 10 15 20
Extrato (mg/mL)

Figura 1. Curva de regressdo linear obtida da média das trés curvas de calibracéo auténticas.
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Tabela 2. Resultados da avaliagéo da robustez de acordo com ANOVA eteste t de Sudent

Pardmetros Varidvels Média CV% tcd t crit Fcal Ferit
LUZ Auséncia 13,33 2,17 2,121 2776 ) )
Presenca 12,83 2,25
CITRATO Auséncia 13,17 2,19 1,414 2776 i i
Presenca 12,83 2,25
12h 13,5 3,7
TEMPO oh 12,83 2,25 1,185 4,066
3h 13,17 4,38 ) ) ’ ’
2h 13,17 2,19
Tabela 3. Resultados da Repetitividade.
Concentragéo (ppm) Média DP. CV%
1 2 3 4 5 6
13 13 145 13,5 14 14 13,67 061 443
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Tabela 4: Resultados da Precisdo Intermedidria

Concentracdo (%)

Dias Andlistas 1 > 3 Média CV%
10 I 13 135 13,5 13,33 2,16
[ 13 13,5 14 13,5 3,70
20 I 14 14 13,5 13,83 2,09
[ 13 13 14 13,33 4,33
Tabela 5. Resultados do teste t de Student para Precisdo Intermediéria.
tcac t crit
Andistas1 e2no 1°dia 0,500
Analistas1 e 2 no 2°dia 1,341 2776
Analistalno 1°e 2°dia 2,121 '
Andista2no 1°e 2°dia 0,377
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Figura 2. Visualizagdo de Acucares em Placa Cromatogréafica de Gel de Silica, eluidacom
Acetato de Etila/Propanol/Agua (3,7:3,2:1,3) e revelada com Metaperiodato de Sodio/Benzidina.
1.Placebo-solucédo hidroal coolica 50%

2. Extrato hidroal céolico 50% de Operculina macrocarpa

Tabela 6. Resultados da Exatiddo do método.

Concentracdo t calc t crit
50% 1,256
100% 1,732 4,303
150% 1,844
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CAPITULO IV



AVALIACAO DA ATIVIDADE LAXANTE DA JALAPA DO BRASIL OPERCULINA
MACROCARPA (L.) URBAN

4.1 INTRODUCAO

A Operculina macrocarpa (L.) Urban, conhecida popularmente como batata de purga,
€ uma espécie silvestre, mas pode ser facilmente cultivada pelo plantio das sementes ou mesmo
dos tubérculos (MICHELIN,2004). Esses, quando adultos, sdo arrancados, cortados
transversalmente em fatias estreitas, postas a secar no sol, sendo comercializadas sob 0 nome de
aparas de batata (MATOS, 1982; MATOS, 1994).

A batata de purga é amplamente utilizada pela populacéo devido & sua atividade laxante,
purgativa, depurativa contra moléstias da pele e no tratamento da leucorréia (MARTINS et d,
2000). Exercendo sua acdo purgativa no intestino delgado, aumentando o peristaltismo e
facilitando a evacuacdo, podendo ser classificada como um laxante estimulante dréstico. Esta
acdo é devido a0 elevado teor de resina presente no tubérculo. Esta resina tem na sua
congtituicdo glicosidios, os quais na presenca da bile hidrolisam-se em aglUcar e aglicona,
liberando o &cido graxo livre correspondente. Os &cidos graxos livres irritam a mucosa intestinal,
aumentando o peristaltismo e facilitando a evacuagéo (TESKE & TRENTTINI, 1997, PEREDA
& BAH, 2003).

A velocidade do transito intestinal € um dos fatores que determina a intensidade de
absor¢éo do contetido luminal e regula a biodisponibilidade de farmacos administrados por via
oral. Por esta razéo, a medida da velocidade do transito € etapa obrigatéria no estudo de novos
medicamentos. Serve também para a pesquisa de compostos inibitérios ou estimulantes da
atividade peristaltica (LAPA et a, 2003).

A pesquisa farmacoldgica de plantas medicinais tem propiciado ndo sO avancos
importantes para a terapéutica de véarias patologias, como também tem fornecido ferramentas
extremamente Utels para o estudo tedrico de fisiologia e farmacologia (STASI, 1995).

Este trabalho tem como objetivo a avaliagdo do trénsito intestinal em camundongos do

extrato hidroal coolico 50% de Jalapa do Brasil (Operculina macrocarpa).
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4.2 MATERIAISE METODOS

ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus), fémeas com 45 dias de idade,
pesando entre 25 e 35 g, sendo adaptadas ao biotério experimental, por 5 dias, antes do inicio dos
ensaios. Os camundongos tinham livre acesso a alimentagdo e &gua. No dia do experimento

foram mantidos em jejum por 16 horas e receberam agua ad libitum.

MATERIAL

Cémara anestésica, canula de gavagem para camundongo, seringa de 1 mL, régua,
material cirdrgico: pinca dente de rato, tesoura de ponta grossa.
Drogas e reagentes. FEter, Atropina, Carvdo ativado, Bisacodil 5 mg, Extrato

hidroal céolico 50% de Jalapa do Brasil (Operculina macrocarpa).

METODO

PREPARACAO DO EXTRATO DE JALAPA

Foram pesados 400 g de batata de purga secas e trituradas com tamanho de particula entre
400 — 840 um e transferidas para um percolador de ago inox onde foi submetida a um processo
de maceracdo por 24 horas utilizando 2000 mL de soluc&o hidroal coolica 50%. Cerca de 100 mL

do extrato foi concentrado em rota evaporador até secura e pesado.

METODOLOGIA

Os camundongos foram pesados e marcados apds 16 horas de jgum solido, mas com
fornecimento de &gua ad libitum. Foram formados 2 grupos experimentais com 5 animais cada,
gue foram tratados com o extrato de Jalapa do Brasil concentrado nas doses de 125 mg/Kg

(tratado 1) e 250 mg/K g (tratado 2), ambos diluidos em solucdo fisiol6gica. Foram constituidos
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ainda um grupo controle com 5 animais, que foi tratado com Atropina 0,1 mg/mL de solugdo
fisiol6gica e um grupo padrdo com 5 animais, que foi tratado com Bisacodil 5 mg.

Decorridos 60 min. dos tratamentos, administrou-se por via oral o carvéo ativado 0,1
mg/mL, atodos os animais, através da canula de gavagem.

Apos 30 min os animais foram sacrificados, sob anestesia etérea profunda.

O estbmago e o intestino foram removidos e medidos os comprimentos totais dos
intestinos e a distancia percorrida pelo carvéo do piloro a ultima por¢do do intestino.

4.3 RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados obtidos foram expressos como porcentagem do percurso do marcador em
funcdo do comprimento intestinal total (100%) e representados a partir das médias + erro padréo
das médias do transito em histograma.

A porcentagem de percurso do carvéo em funcdo do comprimento total do intestino para
0s grupos controle, padrdo, tratado 1 e tratado 2 foram respectivamente, 40,85%; 79,53%;
26,19% e 72,41%.

Os resultados obtidos no ensaio demonstraram um aumento significativo da motilidade
intestina dos camundongos na dose de 250 mg/kg quando comparado ao grupo controle, uma
Vez gue a atropina atua como antagonista competitivo, diminuindo a motilidade intestinal.

Em concluséo, o efeito laxante da Operculina macrocarpa pode ser associado a0 seu
efeito propulsor da motilidade intestinal. Entretanto, outros estudos farmacolégicos séo

necessarios para elucidar o seu exato mecanismo de agao.

100,00% -
Q:f 80,00% - @ Padrédo
% 60,00% - m Controle
£ 40,00% - ®m Tratado 2
% 20.00% H Tratado 1
o
0,00%

Grupos de animais

Figura1l. Fluxogramade transito intestinal.
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CAPITULOV



DESENVOLVIMENTO FARMACOTECNICO DE COMPRIMIDOS DE JALAPA DO
BRASIL - OPERCULINA MACROCARPA (l.) URBAN

5.L.INTRODUCAO

A via ora para administracdo de farmacos constitui 0 método mais divulgado de
administracdo dos mesmos para efeitos sistémicos. Dos medicamentos que sdo administrados
oralmente, as formas solidas séo as preferidas, por constituirem formas farmacéuticas unitérias
permitindo a administracdo de uma Unica dose exata do farmaco (LACHMAN,2001).

A granulagdo umida(figura 12) € um método amplamente empregado para a produgdo de
comprimidos feitos por compressdo. As etapas da preparacdo por esse método podem ser
divididas da seguinte maneira: 1) pesagem e mistura de componentes, 2) preparo da granulagdo
umida, 3) formacdo de grénulos pela passagem da massa Umida em malha, 4) secagem, 5)
calibragdo do granulo seco, 6) mistura do lubrificante, 7) compresséo (ANSEL,2000).

Farmaco + excipientes mistura Agregante granulacéo

B malaxageiw y

= — |
pesagem

comoressao lubrificante calibracdo

| v v oo :
L ||l
comp?m?d_oé iﬁp @ 4 b

secagem

L

ol

Figura 12. Representacdo do processo de granulagao por via imida.

Algumas substancias possuem propriedades que possibilitam que sgiam compactadas
diretamente, sem necessidade de granulacdo Umida ou seca. Atualmente, o uso de certos
excipientes, com propriedades de fluidez e compressibilidade, proporcionam a algumas

formulagdes, as condicdes necessarias para compressdo direta, figura 13 (ANSEL,2000).



Lubrificante
e desintegrante
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C=Tr — iy

Figura 13. Representagdo do processo de compressdo direta.

compressao

As formas farmacéuticas solidas orais sdo amplamente utilizadas, dentro dessa categoria
de medicamentos, a maior parte € administrada sob a forma de comprimidos. A producdo de
comprimidos pelo método de compressdo direta se atribui alguns inconvenientes, com a
tendéncia a0 aumento da dureza e aderéncia do po, aumento no tempo de desintegracéo e
problemas associados ao fluxo irregular. No caso particular de comprimidos contendo extratos
vegetals, esta situacdo se agrava devido a higroscopicidade inerente a estes extratos, assim como,
a presenca de produtos com aglcares que dificultam a mistura e resultam na formacéo de
grénulos de dificil secagem e dificels de comprimir (CRIPPA, 1978). Algumas medidas
recomendadas para estes problemas seriam tanto o uso de celulose no processo de compressao
direta, como de extratos atomizados (ORTEGA & SCHMIDT, 1995).

Outra tecnologia em evidéncia é o spray drying(figura 14) muito utilizada em diversos
segmentos industriais incluindo o farmacéutico. A técnica de secagem por aspersio ou spray
drying baseia-se na secagem de liquidos e suspensdes por divisdo destes em finas goticulas,
dentro de uma torre de secagem munida de ar quente circulante. Embora seja uma técnica cara
gue necessite de altos investimentos em instalagdes e operagcdo, muitas sdo as razdes pelas quais
a mesma € muito utilizada apesar do alto custo. Estas vantagens incluem a producéo de
particulas de qualidade consistente, a facilidade em relacéo ao uso continuo, a aplicabilidade da
técnica em materiais tanto sensiveis quanto resistentes ap aguecimento, a capacidade de
processar diversos tipos de matérias-primas e a flexibilidade para a defini¢do de um projeto com
base naformulagdo (WENDEL & CELIK, 1998).
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Figura 14. Spray drying

Extratos vegetais secos por nebulizacdo tém sido utilizados como produtos finais e
intermedi&rios na obtencdo de diferentes formas farmacéuticas (SOARES, 2003).

A otimizacdo dos pardmetros de secagem, como temperaturas de entrada e saida e
velocidade de fluxo de alimentacdo, assim como teor de residuo seco do extrato fluido a
nebulizar sdo fatores indispensaveis na obtencdo de uma operagdo com maiores rendimentos e
extratos secos com melhores caracteristicas fisico-quimicas (ORTEGA & SCHMIDT, 1995).

52.MATERIAL EMETODOS

MATERIAIS

MATERIAS-PRIMAS

O materia utilizado foi o extrato hidroalcdolico 50% de Jalapa do Brasil (Operculina
macrocarpa) na forma fluida, o extrato hidroalcéolico 50% de Jalapa do Brasil (Operculina
macrocarpa) na forma nebulizada por spray drying, Celulose microcristalina 250, Lote:1564/02,
Estearato de Magnésio, Lote: 13558, Glicolato de amido sddico, Lote: 14415, Croscarmelose
Sbdica, Lote:14088, Celulose Microcristalina 101, Lote:13451.
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EQUIPAMENTOS
Processo de Fabricagéo

Compressora Excéntrica Neuberger modelo 3135 N, pungdo de 10mm circular plano,
Estufa Imarvil modelo HP1, Granulador Rotativo Fabbe Primar modelo 179, maha de 1,5 e
3mm, Misturador tipo “V” Lawes modelo 510/65 SM, Maaxadeira Cestari modelo K70,

Balanca semi-analitica marte modelo A500

Controle de Qualidade

Friabildometro Nova Etica modelo 300, Desintegrador Etica modelo 207, Durémetro
Nova Etica modelo 298 DGP, Balanga analitica Sartorius modelo CP225D.

METODOS

DESENVOLVIMENTO FARMACOTECNICO

Preparacéo do extrato de Jalapa

Foram coletadas amostras de Operculina Macrocarpa em S&o José de Espinhais no
Estado da Paraiba, numa vegetacdo de caatinga, situada nas coordenadas. 06°50°50”°S e
37°19°33°W.

Foram pesados 400 g de tubérculo de jalapa, secas e trituradas com tamanho de particula
entre 400 - 840um e transferidas para um percolador de aco inox onde foi submetida a um

processo de maceragdo por 24 horas utilizando 2000 mL de solucdo hidroal coolica 50%.
Estudo de pré-formulagdo
Apoés a obtencdo do extrato hidroalcodlico contendo a resina da jalapa, foram testados

processos visando veicular o ativo numa forma farmacéutica sdlida. Assim sendo foi proposto

um estudo de pré-formulagéo.

57



A partir de uma planificagcéo qualitativa, os comprimidos foram obtidos por diferentes
processos de fabricacéo:

Os lotes bancada (LB) | eIl foram produzidos por via imida, umedecendo por sucessivas
vezes 0 extrato de jalapa a celulose microcristalina 101, utilizada no processo como diluente. Em
seguida, amisturafoi granulada e tamisada passando pelo processo de secagem em estufaa 50°C
apos cada etapa de molhagem. O processo foi repetido até a incorporacdo de uma quantidade
minima de resina, ao granulado, para obtencdo do efeito farmacologico. O granulado seco foi
novamente tamisado e a este foi adicionado, em um dos lotes: estearato de magnésio e glicolato
(LB 1), lubrificante e desintegrante respectivamente, e a0 outro: estearato de magnésio e
croscarmelose sodica (LB 11). A mistura de pos e granulados obtidas foram submetidas a
compressdo em maguina excéntrica utilizando puncgdo circular plano de 10mm.

Como foi obtido um extrato nebulizado por spray drying de jalapa, este foi utilizado para
a obtencdo do lote bancada Il (LB I11) misturado a celulose microcristalina 250, ao glicolato e
ao estearato de magnésio, em seguida foi realizado a compressdo direta, com pungdo circular

plano de 10mm, por fim, com o objetivo obter-se comprimidos( tabela 3).

Tabela 3: Composicao dos lotes de bancada (LB) para definicdo do comprimido de jalapa 250
mg

Componentes LBI (%) LBII (%) LBIII (%)

Resina de Jalapa - - 23,77

Celulose microcristalina 250 - - 71,23
Celulose microcristalina 101 + resina 95 95 -
Croscarmel ose sodica - 3 -
Glicolato de amido sodico 3 - 3
Estearato de magnésio 2 2 2

Total 100 100 100

5.3.RESULTADOSE DISCUSSAO

O extrato de jalapa foi utilizado como substéncia molhante e devido ao seu conteido
resinoso possibilitou a agregagdo do diluente celulose microcristalina 101, sendo obtidos
granulos resistentes. Esta umectacéo foi repetida vérias vezes consecutivas com o objetivo de
incorporar 250 mg de resina na mistura de po, quantidade minima para desencadear um efeito

farmacologico. Contudo, neste processo foi possivel incorporar 80% da resina, o que

58



corresponde a 200 mg. Foi verificado que apds cada umectagdo, a resisténcia dos granulos era
incrementada 0 que poderia causar problemas na etapa seguinte de compressao, este sendo 0
motivo de cessar com a molhagem. Buscando minimizar as variaveis, decidiu-se que 0 mesmo
granulado apos calibragdo foi dividido em partes iguais para em seguida adicionar o
desintegrante e o lubrificante, dando inicio a etapa de planificagdo qualitativa para tipos de
desintegrante. Sabe-se que outros fatores podem influenciar na desintegracdo dos
comprimidos, como por exemplo, a for¢ca de compressdo, 0 que aumentaria a dureza, um
outro parametro de qualidade a ser analisado. Neste estudo, apesar de ter sido utilizado um
superdesintegrante (croscarmelose) no LB |1 em comparacéo com o glicolato (desintegrante
convencional utilizado na rotina industrial) presente no LB |, os resultados obtidos
demonstram claramente a influéncia da for¢a de compressdo nos parametros de dureza e
tempo de desintegragéo(tabela 4).

Tabela 4. Resultado do controle de qualidade dos |otes de bancada (LB) para os comprimidos de
jalapa 250 mg

Testes EspecificacOes LB LB 1l
PESO MEDIO 350mg+5% 352,76 mg  359,22mg
FRIABILIDADE <1,0% 0,12% 0,18%
DUREZA > 3,5 Kgf/cm? 4,06 51

TEMPO DE DESINTEGRACAO < 30 minutos 9,4 min 14,54 min

Apos avaliagdo preliminar dos comprimidos obtidos por via Umida, outra proposta para o
processo de fabricacdo para obtencdo dos comprimidos de jaapa foi avaiada, partindo do
extrato nebulizado por spray drying. O p6 contendo o ativo foi misturado a celulose
microcristalina 250, diluente selecionado para o processo de compressdo direta devido
apresentar caracteristicas de compressibilidade e compactabilidade apropriados, em seguida
foi adicionado o glicolato como desintegrante e o0 estearato de magnésio como lubrificante nas

mesmas propor¢des quantitativas utilizadas no processo por via Umida.

Os resultados apresentados ndo foram conclusivos, visto que para esta etapa do estudo o
quantitativo obtido do p6 ativo por spray drying (6,0 g) ndo foi suficiente para realizacdo mais
aprofundada da proposta de formulacéo, aém de também ndo ser possivel a realizacdo da
avaliagdo analitica. Porém, alguns resultados preliminares demonstraram que os comprimidos

apresentaram-se sem uniformidade na mistura de pos, o que foi observado pela descricdo da
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coloragdo da superficie com manchas. Também foi observado que a superficie apresentou-se
com aspecto pegajoso, que pode estar relacionado com sua propria composi¢ao resinosa. Durante
0 processo de compressdo, os comprimidos também  apresentaram-se aderidos ao puncéo. Este
problema poderia ter sido amenizado com a incorporacdo do didxido de silicio coloidal ao

extrato antes do processo de nebulizac&o e até mesmo na composi¢ao da formulacéo.

5.4.CONCLUSAO

Este estudo foi concebido visando a obtencdo da forma farmacéutica comprimido
contendo jalapa, sendo estes 0s primeiros passos para nortear 0 desenvolvimento do produto. A
partir desta avaliagdo preliminar, outras sugestdes serdo atribuidas ao processo com o intuito de
aprofundar os ensaios e avaliagdes andliticas para garantir a qualidade e eficacia do novo

produto.
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CAPITULO VI



6. CONCLUSOES GERAIS

>

Os resultados obtidos pela prospecgdo fitoquimica foram positivos para triterpenoides,

esterdides, aclcares redutores e cumarinas;

O conteido de resina glicosidica em Operculina macrocarpa se deve a moléculas de
polaridade elevada, soltveis em metanol. Sendo estas constituidas por glico-resinas cujos

agucares sdo predominantemente glicose, rhamnose e fucose

A jalapina, supostamente contida no residuo cloroférmico n&o foi encontrada.

Apbs estudo de padronizagdo do extrato de jalapa, levando-se em consideracéo uma
reducéo do tempo e custo do processo, foi selecionado o extrato contendo: matéria-prima

(p6 bruto), solucéo hidroalcodlica (50: 50; v/v), macerado por 24 horas;

Os resultados com a validagdo da metodologia analitica de resina glicosidica contida na
O. macrocarpa obtidos mostram que o método atende aos requisitos de Boas Préticas de

Laboratorio, pois apresenta a confiabilidade requerida para um método analitico;

O €feito laxante da Operculina macrocarpa foi associado ao seu efeito propulsor da
motilidade intestinal;

O estudo de pré formulacdo foi concebido visando a obtencdo da forma farmacéutica
comprimidos contendo jalapa, sendo estes 0s primeiros passos para nortear o

desenvolvimento da forma farmacéutica comprimidos.
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