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Resumo

Com a intengéo de propiciar embasamento para introdugdo de maior nimero de espécies vegetais e seus
derivados nos compéndios farmacéuticos nacionais, foram realizadas analises fisico-quimicas,
cromatograficas e quantitativas do marcador em extratos obtidos de partes aéreas de Bidens pilosa L.
Asteraceae (picao preto), espécie com atividades antioxidante, antibacteriana, anti-inflamatéria, antitumoral,
antimalarica, imunomoduladora, hepatoprotetora, cicatrizante, entre outras. A partir de extratos
hidroetandlicos (EtOH:H20 77:23), hidroglicélicos (PEG:H20 1:1) e aquosos, obtidos por maceragao (1:10),
foram avaliados a densidade, pH, residuo seco, perfil cromatografico (CCD) e teor de flavonoides
(espectrofotometria). As analises mostraram que os extratos de maiores densidades foram os aquosos
(0,9954 g/mL) e hidroglicélicos (1,0418 g/mL). Os extratos hidroglicolicos (pH=6,32) e hidroetandlicos
(pH=6,29) se apresentaram mais acidos que os aquosos (pH=6,95). Maiores residuos secos foram
apresentados pelos extratos hidroetandlicos (2,40%) e hidroglicolicos (2,70%) em comparagdo com 0s
aquosos (0,53%). Quercetina foi identificada, por CCD, em todos os extratos testados e maior diversidade
de substancias foi evidenciada nos extratos hidroetandlicos e hidroglicélicos. Maiores teores de flavonoides
foram evidenciados nos extratos hidroetandlicos e hidroglicdlicos (0,009%; 0,008% respectivamente), em
comparagao com os aquosos (0,003%). Apesar disto, os extratos aquosos apresentam maior seletividade
para a extracdo do marcador pesquisado.

Palavras-chave: Fitoterapia. Medicamentos fitoterapicos. Extratos vegetais.
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Variagado das propriedades fisico-quimicas de extratos de Bidens pilosa L. Borella e Oliveira
Asteraceae (picao preto) influenciada pelo processo extrativo

Abstract

In order to provide the basis for the introduction of a larger number of plant species and their derivatives in
the national pharmaceutical compendia, physicochemical, chromatographic and quantitative analyzes of the
marker were performed in extracts obtained from Bidens pilosa L. Asteraceae (hairy beggartick) aerial parts,
species with antioxidant, antibacterial, anti-inflammatory, antitumor, antimalarial, immunomodulatory,
hepatoprotective, healing activities, among others. From hydroethanolic (EtOH: H20 77:23), hydroglycolic
(PEG:H20 1:1) and aqueous extracts obtained by maceration (1:10), the density, pH, solid content,
chromatographic profile (TLC) and total flavonoid content (spectrophotometry) were evaluated. The
analyzes showed that the highest density extracts were aqueous (0.9595 g / mL) and hydroglycolic (1.0418
g/ mL). Hydroglycolic (pH = 6.32) and hydroethanolic (pH = 6.29) extracts showed more acids than aqueous
ones (pH = 6.95). Higher dry residues were presented by hydroethanolic (2.40%) and hydroglycolic (2.70%)
extracts compared to aqueous (0.53%). Quercetin was identified by TLC in all extracts tested and greater
diversity of substances was evidenced in hydroethanolic and hydroglycolic extracts. Higher flavonoid
contents were found in hydroethanolic and hydroglycolic extracts (0.009%; 0.008% respectively) than in
aqueous extracts (0.003%). In spite of this, the aqueous extracts are more selectively extracted for the

researched marker.

Keywords: Phytotherapy. Phytotherapeutic Drugs. Plant Extracts.

Introducgao

A partir dos anos 1990, o Brasil iniciou um processo de modernizagdo das monografias relacionadas aos
insumos vegetais constantes nos compéndios técnicos da area farmacéutica, incluindo principalmente, a
Farmacopeia Brasileira, com o intuito de elevar a qualidade dos medicamentos de origem vegetal
(fitoterapicos). Observou-se, na 42, 52 e 62 edicdes da Farmacopeia Brasileira, a inser¢gdo de inumeras

espécies medicinais brasileiras e a modernizag&o das técnicas de andlises descritas!-2,

No entanto, este trabalho ainda ndo esta completo. Muitas espécies com valor terapéutico encontram-se
excluidas, devido ao grande numero com uso farmacéutico existente no Brasil. Sendo assim, este tipo de

trabalho podera levar um longo periodo para ser finalizadol2-3l,

E neste sentido que ocorre a necessidade e importancia de se obter informacdes analiticas relacionadas

as espécies medicinais e extratos derivados delas que ndo estejam descritos nestes compéndios.

Incluem-se nesta situagao inUmeras espécies, como, por exemplo, Bidens pilosa L. - Asteraceae (picao preto),
com ampla distribuigdo em regibes tropicais e subtropicais do globo, com varias alegagbes terapéuticas,
como acgdo antioxidante, antibacteriana, anti-inflamatéria, antitumoral, antimalarica, imunomoduladora,
hepatoprotetora, cicatrizante, entre outras€l. Tem potencial para ser usada no SUS, pois se encontra na lista

de plantas de interesse (RENISUS). No entanto, ndo esta incluida na Farmacopeia Brasileira.

Varios tipos de constituintes quimicos foram isolados desta espécie. Entre eles estdo os acetilenos e
flavonoides. Estas duas categorias parecem ser as principais responsaveis em relacdo as atividades

farmacologicas observadas para a espéciel4-l,
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B. pilosa também faz parte da composicéo de produto antialérgico, onde esta associada a outros extratos
vegetaistl. Na drea cosmeética, observa-se que os extratos desta planta sdo utilizados em produtos que

atuam no rejuvenescimento da pele, com aumento da elasticidade e diminuigdo de manchas e rugas(®9,

Ressalta-se que preparagdes constituidas, entre outros ativos, de extratos hidrolisados desta planta, ja
foram patenteadas e tém indicagdo para tratamento de dermatite atopica 9 e para uso no tratamento da
obesidade, reduzindo o peso corpdreo e no ganho de massa muscular 1. Outra patente descreve o uso
de seus extratos, em associagéo, na formulagdo de um mucoadesivo, com finalidade anti-inflamatdria, no

tratamento de estomatites e mucosites induzidas por radioterapia ou quimioterapial’2,

Fica reforcado, deste modo, que o estudo dos extratos desta espécie, do ponto de vista fisico-quimico,
podera apoiar e dar maior confiabilidade as utilizagbes que se fizer com ela, facilitando a inclusdo de sua

monografia nas préximas edi¢gbes da farmacopeia nacional.

No ambito da manipulagdo farmacéutica, a utilizacado de extratos vegetais na composicdo de formulagées
€ muito frequente. Para cada espécie vegetal podem ser produzidos diversos tipos de extratos, os quais
podem ter caracteristicas fisicas e quimicas quali e quantitativas diversas. Isto é dependente de varios
fatores. Um dos mais importantes é a escolha do solvente que serd utilizado no processo extrativo.
Dependendo da polaridade do solvente e sua seletividade para alguns tipos de constituintes vegetais,

podem ser obtidos extratos mais, ou menos, ricos nestes principios ativos.

Técnicas descritas na 62 edigdo da Farmacopeia Brasileira® podem ser utilizadas para sua produgéo e
incluem, entre outras, a maceragao para obtengao de solu¢des extrativas, como, por exemplo, as tinturas,
sendo frequentemente utilizadas na fitoterapia. Podem ser preparadas a partir da utilizagdo de uma parte
da droga vegetal para dez partes do solvente, usando misturas hidroalcodlicas (agua em mistura com etanol
ou com propilenoglicol, em diversas proporgdes). Os extratos obtidos usando o propilenoglicol como liquido

extrator sdo usualmente denominados glicélicos ou hidroglicélicos, quando em mistura com agua.

Andlises farmacéuticas tendo como objetivo o controle de qualidade de insumos vegetais se embasam
numa triade que esta relacionada com identificagdo botanica da espécie utilizada, ensaios visando avaliar

a pureza do produto e avaliagao quali e quantitativa de sua composigédo quimica.

Esses ensaios devem ser realizados a partir das drogas vegetais ou de extratos produzidos a partir delas.
Para os extratos, alguns desses testes estdo descritos na Farmacopeia Brasileira (62 edigdo)!3], com a
finalidade da caracterizagao fisico-quimica, que envolvem a avaliagdo da densidade, pH, residuo seco,

perfil cromatografico, entre outros.

Neste contexto, o presente trabalho objetiva a avaliagéo de alguns parametros fisico-quimicos de diversas
solugdes extrativas obtidas a partir de partes aéreas de B. pilosa, que poderao ser utilizados para avaliar a

qualidade de insumos vegetais desta espécie.
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Material e Métodos

Droga vegetal

Através do cultivo desta espécie foram obtidas as partes aéreas de B. pilosal'4l. Este material foi colhido,
secado através de ar aquecido (até 12% de umidade residual) e cominuido (granulometria de 0,8 mm),

obtendo-se a droga vegetal.
Solugbes extrativas

Foram preparadas a partir da droga vegetal, conforme descrigdo da Farmacopeia Brasileira 62 edigéol'3],

para obtencéo de tinturas, por maceragéo.

No preparo das solugdes extrativas, as drogas vegetais foram maceradas com |. etanol:agua 77:23 (v/v); Il.

propilenoglicol:agua 1:1 (v/v); lll. agua, na proporgao de 1 parte de droga vegetal para 10 partes do solvente.

A droga vegetal foi misturada com o solvente de extragdo e deixada em repouso num recipiente fechado,

durante sete dias, com agitagdo diaria.

Por prensagem e filtragdo, o marco foi separado da solugdo extrativa, obtendo-se os extratos

hidroetandlicos (EtOH:H20), hidroglicdlicos (PEG:H20) e aquosos utilizados nas diversas avaliagdes.
Este procedimento foi repetido, para cada um dos extratos, obtendo-se trés amostras (n=3).
Densidade relativa

Obteve-se o valor da densidade relativa conforme descrito na Farmacopeia Brasileira 62 edigaol3], com uso
de picndmetro (10 mL), a 20°C. O valor da densidade relativa foi calculado pelo quociente entre a massa
da solugdo extrativa e a massa de agua contida no picnémetro. As analises de cada uma das solugdes

extrativas foram realizadas em triplicata.
pH

Foi realizada a técnica descrita na Farmacopeia Brasileira, 62 edigdo 13, que prevé a aferigdo do aparelho
com as leituras de solugdes-tampéo (pH = 4,0 e pH = 7,0). A leitura do pH foi realizada utilizando aparelho de
marca Tecnophon modelo mPA-210, usando 10 ml das solu¢des extrativas. As andlises para cada uma das

amostras foram realizadas em triplicata e as leituras assinaladas nao variaram mais do que + 0,05 de unidade.
Residuo seco

A obtencdo do residuo seco dos extratos foi realizada tendo como base o descrito na Farmacopeia
Brasileira, 62 edigcdol®], com amostras de 2 g de solugdo extrativa. Procedeu-se a evaporagéo,
primeiramente em banho de agua quente, em capsulas de porcelana com 10 ml de capacidade e
previamente pesadas. A dessecacao foi concluida na estufa, a 105°C, durante 3 horas, deixando resfriar
em dessecador e posterior pesagem. O valor do residuo seco foi calculado em porcentagem. As analises

para cada uma das solugdes extrativas foram realizadas em triplicada.
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Borella e Oliveira

Perfil cromatografico

Foi utilizado 1 mL de etanol:dgua (50:50 v/v) para solubilizar pequena quantidade do residuo seco (0,1 g),
obtido anteriormente. Esta solugao foi utilizada como amostra para obter o perfil cromatografico, usando a
cromatografia em camada delgada. Foi utilizada cromatoplaca de gel de silica, como fase estacionaria e
mistura de acetato de etila: cloroférmio: &cido acético (80:19:1), como fase mdével. Também foi aplicada
separadamente na placa, na forma de banda, 30 yL da solugao amostra e 10 yL da solugao referéncia
constituida de 10 mg de quercetina solubilizada em 10 mL de metanol. Desenvolveu-se a cromatografia em
percurso de aproximadamente 10 cm. A revelagao foi realizada com nebulizagdo com vanilina sulfurica e

posterior aquecimento a 110°C, na estufall315],
Teor de flavonoides

A andlise quantitativa para flavonoides totais nestes extratos foi realizada tendo como base o método que
se fundamenta numa reagéo cromatica dos compostos flavonoides. Sendo assim, houve o doseamento dos
constituintes totais, que possuem a mesma propriedade quimica. Na dosagem dos flavonoides empregou-
se a espectrofotometria, usando como padrao a quercetina, conforme técnica descrita por Borella et a/.[4-15]
e Singh et al.l'Sl, na qual ha pré-purificagéo através de particdo da solugdo extrativa com tetracloreto de

carbono e posterior reagdo com cloreto de aluminio.
Analise estatistica

Os resultados das determinagbes descritas foram submetidos & andlise de variancia (ANOVA), seguida

pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey-Kramer (p < 0,05).

Resultados e Discussao

Ap6s desenvolvimento das metodologias descritas, os resultados estédo apresentados na FIGURA 1 e TABELA 1.

FIGURA 1: Perfil cromatografico (por cromatografia em camada delgada) realizado com extratos de B. pilosa.
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Condi¢des cromatograficas: fase estacionaria: silica GF254; fase mével: acetato de etila: cloroférmio: acido

acético 80:19:1; revelador: vanilina sulfurica com aquecimento.

TABELA 1: Valores médios obtidos para propriedades fisico-quimicos, quantificagdo de flavonoides e indice de
seletividade para extratos de B. pilosa.

. indice de
Densu:lade Residuo Seco Teor (.ie seletividade %
Extrato relativa pH flavonoides .
% m/m . Flav/Residuo
g/mL totais % m/m
Seco
Hidroetandlico a s 5 o
EtOH:H,0 77:23 0,87412(0,23) 6,292(0,09) 2,40%(13,01) 0,009?(6,63) 0,004
Hidroglicolico b o 5 a
PEG:H,0 1:1 1,0418°(0,47) 6,322(0,24) 2,70%(23,20) 0,008?(3,67) 0,003
Aquoso 0,9954° (1,35) 6,95°(0,21) 0,53°(35,49) 0,003°(25,60) 0,006

n =3; p <0,05—-ANOVA seguido pelo teste de comparag¢des multiplas de Tukey-Kramer. Médias seguidas pelas mesmas
letras minusculas, nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si. Teor de flavonoides totais estimados como
Quercetina. Numero entre parénteses refere-se ao coeficiente de variagdo x 100.

Os resultados apresentados no perfil cromatografico mostraram que o marcador utilizado (quercetina) foi
detectado sutilmente em todos os extratos produzidos. Os perfis dos extratos hidroetandlicos e
hidroglicélicos mostraram maior nimero de zonas de coloragéo, evidenciando maior diversidade de
substancias presentes, em comparagdo com aquosos, que apresentaram menor numero, detectaveis pela

revelagdo com vanilina sulfurica (FIGURA 1).

Nas demais anadlises também foram observadas diferengas nos critérios fisico-quimicos analisados nos
extratos produzidos. Diferengas significativas nas densidades dos extratos foram evidenciadas, principalmente

devido as caracteristicas dos liquidos extratores utilizados no processo de extragéo (TABELA 1).

O pH detectado nas avaliagdes, para todos os extratos testados, apresentaram-se acidos. Isto sugere que
houve a extracdo de principios ativos com esta caracteristica, o que incluem varias categorias de
substéncias, inclusive os polifenois, entre eles, os flavonoides. Observa-se que os extratos hidroetandlicos
e hidroglicélicos apresentaram resultados estatisticamente mais acidos em comparagédo com aquele que foi

utilizado como solvente somente agua (TABELA 1).

Outros dados de interesse nestas analises foram aqueles relacionados com o residuo seco apresentado
pelos diversos extratos. Observou-se que os resultados apresentados pelos extratos hidroetandlicos e
hidroglicolicos foram estatisticamente superiores aqueles apresentados pelos aquosos (TABELA 1). Estes
numeros sugerem maior eficiéncia destes solventes na extragcao dos diversos componentes presentes no

pulverizado dos tecidos de B. pilosa.

Esta conjectura parece consolidada, pelo menos para a categoria dos flavonoides, com a analise
quantitativa destes principios ativos nos extratos testados. Observou-se que os extratos hidroetandlicos e
o hidroglicélicos apresentaram as maiores concentragbes desta categoria de substancias, quando

comparado com os aquosos (TABELA 1).

Estes resultados parecem corroborar com aqueles encontrados por Silvall, que obteve a maior
concentragéo de flavonoides totais (0,24%) em extratos hidroetandlicos das folhas, na fase de frutificagao

das plantas e a menor (0,17%) em extratos aquosos, preparados por infusdo.
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Cortés-Rojas et al.l'8l testaram variagdes no processo extrativo para partes aéreas de B. pilosa e obtiveram
melhor desempenho (0,4%) quando utilizaram maceragéo, com uso de solvente hidroetandlico (62,7:37,3),

em agitagcdo, a 66,2°C, por 30 minutos.

Observa-se que as concentragdes citadas sdo muito superiores aquelas encontradas neste trabalho. E de
se salientar, no entanto, que estes trabalhos ndo usaram como referéncia as descrigdes farmacopéicas
para produgdo de extratos (tinturas por maceragéo, na proporcao 1:10), as quais, via de regra, resultam em

solugdes extrativas mais diluidas, pois o processo de maceragao, como esta descrito, ndo € exaustivo.

Outro fato que pode explicar estes valores desiguais € a propria caracteristica de variabilidade das drogas

vegetais de B. pilosa, utilizadas nos diversos trabalhos[12:29,

Calculando-se o indice de seletividade para flavonoides destes liquidos extratores (teor de
flavonoides/residuo seco), observou-se que, apesar do extrato aquoso apresentar a menor concentragdo
de flavonoides, a dgua foi o solvente mais seletivo para esta categoria de principios ativos, em comparacéo

com os outros dois testados (etanol:agua 77:23 e propilenoglicol: agua 1:1) (TABELA 1).

Conclusao

A partir das anadlises realizadas, observou-se que os resultados referentes aos extratos hidroetandlicos e
hidroglicolicos, em relagdo a sua composigdo quimica (residuo seco e teor de flavonoides), foram
estatisticamente semelhantes entre si e superiores aos aquosos. Por outro lado, o extrato aquoso

apresentou maior seletividade para a extracdo dos flavonoides presentes nesta espécie.

No entanto, nas condi¢des que foi obtido o perfil cromatografico (CCD), percebeu-se alguma diferenciagédo
entre os componentes que estdo presentes em cada um destes extratos, sendo que os hidroetandlicos e
hidroglicolicos apresentaram maior numero de zonas de coloragdo, quando comparado com 0S aquosos,

sendo que o marcador utilizado (quercetina) foi sutiimente visualizado em todos eles.

As concentragdes do marcador nos extratos produzidos neste trabalho foram inferiores aquelas disponiveis
na literatura, para esta espécie. Este fato pode ser parcialmente explicado pelas diferentes técnicas

extrativas e pelas caracteristicas das drogas vegetais de B. pilosa, utilizadas nos diversos trabalhos.
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