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Resumo

Diante da aplicabilidade dos extratos de Brosimum gaudichaudii no tratamento do vitiligo, o objetivo do
estudo foi desenvolver um método analitico por cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia
(CCDAE) para a quantificagéo simultanea de psoraleno e bergapteno, presentes no extrato liofilizado de B.
gaudichaudii, a fim de se tornar um método alternativo para o controle de qualidade dos extratos produzidos
a partir desta espécie. O extrato liofilizado foi produzido a partir do extrato mole das raizes de B.
gaudichaudii preparadas com solugdo hidroalcodlica a 55 % (v/v). A metodologia para analise dos
compostos bergapteno e psoraleno, presentes no extrato liofilizado, foi desenvolvida e validada por
cromatografia em camada delgada (CCD)/densitometria. A melhor resolucéo, separacéo e identificagcdo dos
marcadores, ocorreram em cromatoplacas de silica RP 18 Fzs4 (Merck) e fase mével composta por
acetonitrila: agua (60:40). Os fatores de retencéo (FR) para o psoraleno e o bergapteno foram 0,41 e 0,35,
respectivamente. O método de andlise desenvolvido se mostrou linear, preciso e exato. Desta forma, a
densitometria por CCD ou CCDAE se mostrou uma técnica alternativa para a identificagdo e separagéo
destas furanocumarinas, sendo importante para o desenvolvimento de novos produtos contendo extratos
de B. gaudicaudii para o tratamento do vitiligo.

Palavras-chave: Mama-cadela. Vitiligo. Psoraleno. Bergapteno. CCDAE.
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Abstract

Given the applicability of Brosimum gaudichaudii extracts in the treatment of vitiligo, the aim of the study
was to develop a high performance thin layer chromatographic (HPTLC) analytical method for the
simultaneous quantification of psoralen and bergapten, present in the lyophilized extract of B. gaudichaudii,
in order to become an alternative method for quality control of extracts produced from this species. The
lyophilized extract was produced from the soft extract of B. gaudichaudii roots, prepared with 55 % (v/v)
hydroalcoholic solution. The methodology for the analysis of bergapten and psoralen compounds present in
the lyophilized extract was developed and validated by thin layer chromatography (TLC)/densitometry. The
best resolution, separation and identification of the markers occurred in RP 18 F254 (Merck) silica
chromatoplate and on the mobile phase composed of acetonitrile: water (60:40). The retention factors (RF)
for psoralen and bergapten were 0.41 and 0.35, respectively. The developed method of analysis was linear,
precise and accurate. Thus, TLC/densitometry or HPTLC proved to be an alternative technique for the
identification and separation of thesefuranocoumarins, being important for the development of new products
containing B. gaudichaudii extracts for the treatment of vitiligo.

Keywords: Brosimum gaudichaudii. Vitiligo. Psoralen. Bergapten. HPTLC.

Introducao

A pele é composta por diferentes camadas e estruturas os quais auxiliam na homeostase do organismo &,
Desordens relacionadas a pele sdo problemas comuns que podem afetar qualquer género ou idade. As
desordens relacionadas aos melandcitos promovem um aumento ou uma reducdo da produgdo de
melanina, gerando respostas fisiolégicas como, por exemplo, a hiperpigmentacdo ou o vitiligo,
respectivamente [, O vitiligo ¢ uma desordem despigmentante que envolve mais do que danos fisicos, esta
estreitamente relacionado a certos estigmas sociais El. Os atuais tratamentos padrdes disponiveis para o
vitiligo incluem terapia imunossupressora, fototerapia, cirurgia e antidepressivos, devido as possiveis
questdes psicolégicas como fatores de risco 4. Porém os tratamentos disponiveis ndo sdo totalmente
eficazes. Apesar deste cenario atual, estudos vém sendo realizados com o objetivo de desenvolver novas
alternativas, como o uso do Brosimum gaudichaudii Trécul. e seus metabolitos secundarios para

efetivamente tratar o vitiligo €,

A espécie Brosimum gaudichaudii Trécul € popularmente conhecida como “mama cadela”, “arbéreo de
cadela” ou “algodaozinho do campo”. Tradicionalmente, suas raizes sao utilizadas como recurso terapéutico
para o tratamento do vitiligo, que é uma forma especifica de leucodermia despigmentante. A palavra vitiligo
é de origem latina e vem de “vitium”, que significa defeito, e de “vitelium”, que significa manchas brancas
58, A etiologia do vitiligo € desconhecida, entretanto, varias teorias tém sido propostas para explicar o
processo de despigmentacao ocorrido nesta desordem 28, Acredita-se que a origem possa ser autoimune,
desencadeada apds desequilibrios neuro-humorais ou estresse oxidativo. Ha relatos de ocorréncia da
doenca em pessoas da mesma familia, 0 que sugere que um fator genético possa estar envolvido, mas
nenhuma delas foi ainda elucidada. O diagnéstico do vitiligo depende do histoérico, mas inicialmente é feito

um exame clinico e observacional das lesdes e das partes despigmentadas 2.

A acdo da mama-cadela no tratamento do vitiligo deve-se, principalmente, a presenca dos metabdlitos

secundarios denominados furanocumarinas lineares, e estes pertencem a um subgrupo conhecido como
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cumarinas. As furanocumarinas sdo encontradas principalmente em espécies das familias Apiaceae,
Fabaceae, Moraceae, Rutaceae e Thymelaeaceae, no entanto, também podem ser obtidas por meio de
sintese em laborat6rio. Sua estrutura é basicamente constituida pela condensacgéo do anel furanico no
nacleo cumarinico, sendo que a posi¢cdo onde ocorre a condensagdo determina se a furanocumarina é
angular ou linear. Dentre as lineares destacam-se o psoraleno e o bergapteno (FIGURA 1) L9, Estudos
relacionados a fotoestabilidade e fotodegradagcdo do psoraleno e do bergapteno presentes em B.
gaudichaudii demonstram seu potencial em formulagdes topicas e orais para o tratamento do vitiligo L. No
entando, o desenvolvimento de um novo método de identificacdo e quantificagdo das furanocumarinas com
alta precisdo, menor tempo de andlise e custos reduzidos se faz necessario, a fim de permitir que os extratos

de B. gaudichaudii sejam estabelecidos como um potencial ingrediente ativo para aplica¢des farmacéuticas.

FIGURA 1: Representagédo das estruturas quimicas de psoraleno e bergapteno
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A técnica analitica denominada cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE) é um dos
instrumentos mais comumente utilizados para a analise de compostos moleculares complexos de baixa
massa molecular. Essa técnica é flexivel, simples, acessivel e mais barata quando comparada a
cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia em fase gasosa (CG). Como as outras
cromatografias, a CCDAE consiste em uma fase estacionaria e uma fase movel. A técnica tem como
principio a eluicdo dos compostos de interesse ao longo da fase estacionéria. O fator de retencdo de cada
composto é determinado pelo grau de afinidade do mesmo pela fase estacionéria, ou pela fase mével.
Desta forma, os compostos analisados percorrerdo uma distancia inversamente proporcional a sua

afinidade pela fase estacionaria 12141,

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver um método analitico por CCDAE para a
quantificagdo simultanea de psoraleno e bergapteno em extrato liofilizado de B. gaudichaudii a fim de se
tornar um método alternativo para o controle de qualidade dos extratos produzidos a partir desta espécie.

Materiais e Métodos

Obtencéo do extrato liofilizado de B. gaudichaudii

Obteve-se 0 extrato fluido de B. gaudichaudii através do método extrativo de percolagdo, utilizando-se uma
solucéo hidroalcodlica a 55% (v/v) 151, O produto obtido a partir da percolacéo foi concentrado inicialmente
em rotaevaporador Buchii®, a 40°C e 75 rpm, até um teor de soélidos de aproximadamente 10%. Apds a

concentragdo prévia, o extrato foi transferido para um concentrador com ventilagdo forcada, temperatura
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ambiente aproximadamente 23°C e protegido da luz, para evaporar o solvente, onde se obteve o extrato

mole com teor de sdlidos de aproximadamente 70% (L1,

O extrato mole foi entdo congelado em freezer a -80°C e logo depois liofilizado em liofilizador Christ® modelo
de bancada, por 48 horas, temperatura das prateleiras a 20,0°C e presséo a 0,0100 mbar.

Preparo da amostra e padrfes para anélise

A amostra de extrato liofilizado de B. Gaudichaudii foi preparada na concentragdo de 10 mg/mL utilizando-
se como solvente o metanol grau HPLC por 30 minutos em ultrassom Branson 5510, (tamanho tanque: 29,2
x 24,1 x 15,2 cm), frequéncia de 40kHz na temperatura de 37°C. Os padrdes de psorelano e bergapteno
(Sigma Aldrich®) foram preparados separadamente em uma concentragdo de 1 mg/mL utilizando-se como

solvente o metanol grau HPLC, por 10 minutos em ultrassom.

Posteriormente, tanto a solugdo da amostra como as solugdes dos padrdes foram filtradas em filtro PVDF
de 0,45 um Millex®, 13 mm de diametro, antes de serem injetadas.

Sistema cromatogréfico

As andlises de CCD/densitometria foram realizadas em colaboracdo com o Laboratorio de Quimica da
Plataforma Agroecolégica de Fitomedicamentos (PAF), do Centro de Inovacdo em Biodiversidade e Saude
(CIBS), Farmanguinhos, Fiocruz, Rio de Janeiro.

O desenvolvimento da metodologia para andlise do bergapteno e do psoraleno por CCD/densitometria foi
realizada utilizando os seguintes equipamentos CAMAG®: aplicador automético (ATS4), densitdmetro
(Scanner TLC Ill), visualizador (TLC Visualiser) acoplado a uma camera DXA 525; e placa de aquecimento
(TLC Heater plate).

Para o desenvolvimento analitico, realizou-se uma triagem na literatura a fim de estabelecer a melhor fase
movel e a melhor fase estaciondria, que permitisse a separacéo do psoraleno e do bergapteno. Utilizou-se
como fase estacionaria no desenvolvimento cromatoplacas de Silica Gel60 F2s4 e de Silica RP 18 Fzs4(fase

reversa), ambas da Merck® e como fase movel utilizou-se diversos solventes com polaridades diferentes.

Obteve-se melhor resolucéo, separagéo e identificacdo dos marcadores utilizando-se a cromatoplaca de
Silica RP 18 F2s4 (Merck), tamanho10 cm x 10 cm e como fase mdvel acetonitrila: agua 60: 40. Cada

aplicacao foi executada em uma banda de 5 mm.
Validagdo do método por CCD/densitometria

A avaliacdo das figuras de mérito do método proposto foi baseada na Instrugdo Normativa n.4 de 2014 18
e RE n° 899/03 da ANVISA L1,

Seletividade

A especificidade do método foi avaliada através da andlise e comparacao dos valores de Rf e espectro da

banda de psoraleno e bergapteno de uma amostra real (extrato liofilizado) com os respectivos padrdes. A
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pureza dos picos das bandas dos analitos também foi avaliada através de comparacao entre a amostra e

os padrdes em diferentes posi¢cdes das bandas, isto €, inicio, apice e fim do pico densitogréfico.
Linearidade

Foram preparadas trés solugfes estoque dos padrdes de psoraleno e bergapteno na concentracéo de 0,150
mg/mL e 0,205 mg/mL, respectivamente. Estas solu¢des estoques dos padrBes separados foram entdo

misturadas na propor¢do 1:1 obtendo-se assim um mix de padrdes.

Apos a obtencdo do mix de padrdes, este foi entdo diluido nas concentracdes: 15 pg/mL, 30 pg/mL, 60
pg/mL, 90 pg/mL, 120 pg/mL e 150 pg/mL de psoraleno e 20,5 pg/mL, 41 pg/mL, 82 pg/mL, 123 pg/mL, 164

pg/mL e 205 pg/mL de bergapteno, a fim de se construir a curva de linearidade.
Precisé@o

Para a precisdo do método, seis amostras nas mesmas concentra¢gdes foram aplicadas em cromatoplaca
de Silica RP 18 F2s4 e analisadas pelo método proposto para determinar a variagcdo expressa em coeficiente
de variacéo (% CV).

Para o mix de padrdes, utilizamos o ponto central sendo a concentra¢do do psoraleno de 90 pg/mL e a
concentragdo do bergapteno de 123 pg/mL. J& para a amostra de extrato liofilizado, utilizamos a
concentragdo de 4 mg/mL, visto que o psoraleno e o bergapteno estariam em concentracdes (64 pg/mL e
90 pg/mL, respectivamente) proximas ao ponto central das curvas de calibragdo. A quantificagdo dos
analitos no extrato liofilizado foi realizada por metodologia de HPLC anteriormente validada 281,

Exatidao

A exatiddo foi calculada pelo método de adigdo de padrdo 29, em que uma quantidade conhecida dos
padrdes de psoraleno e bergapteno foi adicionada a uma quantidade conhecida de amostra (B. gaudichaudi
+ Padréo de psoraleno + Padréo de bergapteno), em triplicata. Tanto o padrao quanto a droga vegetal foram
analisadas individualmente e, apds a adi¢éo, a solugao resultante foi também analisada. Foram realizadas
nove determinagfes, em trés diferentes concentracdes (baixa, média e alta, em triplicata), contemplando o

intervalo do método.

Resultados e Discussodes

A selecao, tanto da fase mével como da fase estacionaria € um ponto critico na técnica de CCD e CCDAE.
Na triagem inicial com fase estacionaria de silica gel 60 F2s4 (Merck®), (5 cm x 5 cm), néo foi possivel obter
boa resolucéo e separagdo uma vez que esses dois compostos (psoraleno e bergapteno) possuem estruturas

guimicas semelhantes, e seus fatores de retencéo (RF) sao muito proximos (FIGURA 2 e FIGURA 3).
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FIGURA 2: Fotodocumentacado do desenvolvimento do método analitico para quantificagdo de psoraleno e bergapteno
em extrato liofilizado de B. gaudichaudii por CCD/densitometria.
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Legenda: A — psoraleno; B — Bergapteno; C- Extrato liofilizado; Fase mével: (1) Tolueno: metanol 9:1 2%, (2) Acetato de etila:
cloroférmio (60:40) 2Y; (3) Hexano :butil acetato 65:35 22; (4) Tolueno: éter etilico 1:1 saturado com 10% de &cido acético
[23]

FIGURA 3. Densitogramas obtidos com diferentes fases méveis no desenvolvimento da metodologia e que néo foram
adequadas para separagao do psoraleno e do bergapteno.
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Legenda: A — psoraleno; B — Bergapteno; C- Extrato liofilizado de B. gaudichaudii; Fase mével: (1) Tolueno:metanol 9:1
9. (2) Acetato de etila: cloroférmio (60:40) 24 (3) Hexano:butil acetato 65:35 23; (4) Tolueno:éter etilico 1:1 saturado
com 10% de &cido acético 2.
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Variou-se entdo a fase estacionaria para uma cromatoplaca de silica de fase reversa (RP 18), ou seja,
com caracteristica apolar. Com esta fase estacionaria foi possivel obter boa resolugdo e separacao entre
0 psoraleno e bergapteno, utilizando como fase mdvel acetonitrila: dgua (60:40), esta fase movel é
semelhante a fase moével utilizada nas analises por CLAE, as quais foram utilizadas como ponto de
partida 15, Os fatores de retencdo (RF) para o psoraleno e para o bergapteno foram 0,41 e 0,35
respectivamente (FIGURA 4 e FIGURA 5).

FIGURA 4: Fotos das cromatoplacas de silica em fase reversa RP18 (10 cm x 10 cm), fase moével acetonitrila: agua
60:40) (v/v), condicdo permitiu a melhor separacéo do psoraleno e do bergapteno no extrato de B. gaudichaudii.

P B Ext Mix

} P B Ext Mix
& 254 nm : paenm

Legenda: P- Psoraleno; B- Bergapteno; Ext- Extrato liofilizado de B. gaudichaudii; Mix- Padr&o de psoraleno + bergapteno
(1:2).

FIGURA 5: Densitogramas dos padrGes e do extrato liofilizado de B. gaudichaudii, confirmando a presenga dos
marcadores e com boa resolucéo.
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Seletividade

N&o foram observados bandas de interferentes por outros constituintes da planta nos valores de Rf dos
padrdes de psoralen e bergapteno (FIGURA 5). Os espectros dos padrées dos analitos e daqueles no
mesmo RF da amostra combinaram exatamente, indicando a inexisténcia de interferéncia por outros

constituintes da planta.
Linearidade

A Linearidade do método foi observada nos intervalos de concentracdo para o psoraleno entre 15 pg/mL a
150 ug/mL(75 ng/spot a 750 ng/spot), j& para o bergapteno o intervalo foi de 20,5 pg/mL a 205 pg/mL (102,5
ng/spot a 1025 ng/spot). Por meio da andlise de regresséo linear foi possivel obter a equagéo da reta para o
psoraleno que foi y=-0,2385x2+95,239x-47, 423 e obteve um coeficiente de correla¢édo linear R=0,9979. Ja
para o bergapteno foi possivel obter também a equacao da reta que foi y=-0,123x2+82,777x-208,76 e 0 seu
coeficiente de correlagao linear R=0,9944. Testes estatisticos comprovaram a homocedasticidade (Levene),
normalidade (Ryan-Joiner) e ajuste (ANOVA) das curvas de calibracéo do psoraleno e bergapteno.

Precisao

Para determinagdo da precisdo de psoraleno e bergapteno pelo método proposto, as mesmas amostras
homogéneas do extrato (amostras reais) foram preparadas repetidamente e analisadas. A precisdo
intermediaria foi avaliada em dias diferentes por analistas diferentes. Os valoresde RSD obtidos nos
estudos de precisao (TABELAS 1 e 2) foram todos abaixo de 15%, indicando que o método atende ao
critério de aceitacdo estabelecido pela Instrucdo Normativa n® 4 de 2014, que preconiza que o desvio
padréo relativo entre as determinagdes seja inferior a 15% para matrizes complexas, como € o caso de

extratos vegetais padronizados [18],

TABELA 1: Precisdo intradia para psoraleno e bergapteno em um total de seis amostras (n=6).
Psoraleno (Area) Bergapteno (Area) RSD % Psoraleno RSD % Bergapteno
4733,308 5905,167
4753,765 5865,978
4697,970 5818,177
9,40 12,30
4687,323 5823,105
4702,183 5808,287
4699,943 5809,035

TABELA 2: Precisdo Intermediaria.

Psoraleno (Area) Bergapteno (Area) RSD % Psoraleno RSD % Bergapteno
4900,64 5710,865
4889,02 5717,997
7,61 9,61
4923,63 5733,268
4874,51 5702,48
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4938,75 5790,833

4922,07 5755,238
Exatidao

A exatiddo do método proposto foi estudada por adigdo padrdo a solucéo da amostra em trés niveis 80,
100 e 120%. A recuperagdo média para psoraleno foi de 95,95% e a recuperagdo média para o bergapteno
foi de 91,45%. Abaixo (FIGURAS 6 e 7), estdo apresentadas as andlises de exatiddo realizadas em trés

niveis diferentes.

FIGURA 6: Cromatoplaca indicando os trés niveis do teste de exatiddo feitos em triplicata.

FIGURA 7: Densitogramas referentes ao teste de exatiddo feito em trés niveis.
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Conclusao

A densitometria por CCD ou CCDAE é uma técnica rapida, reproduzivel, precisa e de baixo custo, sendo
uma alternativa ao CLAE para a identificacdo e quantificacdo do psoraleno e do bergapteno. Além disso,
os extratos liofilizados de B. gaudichaudii possuem altas concentra¢Bes destes constituintes e podem ser
utilizadas para preparacdes de formulagfes para o tratamento do vitiligo. A vantagem da CCD/densitometria
€ a utilizacdo de pequenas quantidades de amostras e solventes, minimizando o custo que é um fator
determinante para o controle de qualidade de laboratérios e indistrias que trabalham com insumos e

produtos de origem vegetal.
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