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Resumo: Chenopodium ambrosioides L. (Amaranthaceae), conhecida como erva-de-santa-maria,
apresenta inumeras propriedades medicinais como antibacteriana, antifungica, antiparasitaria,
antioxidante e antitumoral. O objetivo do trabalho foi desenvolver extratos padronizados a partir das
partes aéreas de C. ambrosioides L. e avaliar sua toxicidade. Para tanto, as partes aéreas
dessecadas e pulverizadas de C. ambrosioides, coletadas no Estado de Goias, foram submetidas a
estudos farmacognésticos, desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos cromatograficos para
a identificacdo e quantificacdo de flavonoides, estudos de otimizacdo da extracdo de flavonoides em
pequena escala, producdo de extrato seco em spray dryer e avaliacdo da toxicidade in vitro e in vivo

do extrato produzido.
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Introducgéo

A espécie vegetal Chenopodium ambrosioides L.

Figura 1: Chenopodium ambrosioides L.

€ popularmente conhecida como erva-de-santa-maria,
mastruz, ambrésia entre outros. Planta herbacea
presente em regifes de climas tropicais a temperados,
pertencente a familia Amaranthaceae com propriedades
antibacteriana, antifingica, antiparasitaria, antioxidante
e antitumoral (BARROS et al, 2013; TRIVELLATO-
GRASSI et al., 2013; JESUS et al., 2017).

Este estudo teve como objetivo o desenvolvimento de extratos padronizados,

a partir de C. ambrosioides e estudos de toxicidade, com o intuito de contribuir para
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a disponibilizacdo de matéria-prima que possa ser utilizada pela industria

farmacéutica na producdo de fitoterapicos. A pesquisa realizou o estudo
farmacognostico, validacdo analitica parcial para equipamento de cromatografia a
liquido de alta eficiéncia (CLAE), otimizacdo de extracdo assistida por ultrassom
(EAU), obtencéo de extrato seco por spray drying e ensaios de toxicidade do extrato

seco em Artemia salina e ratas Wistar.

Material e Métodos

Partes aéreas de C. ambrosioides foram coletadas, identificadas, secas em
estufa de circulacdo de ar a 40°C, pulverizadas e caracterizadas segundo critérios
da Farmacopeia Brasileira V (BRASIL, 2010). O estudo morfoanatdomico foi realizado
com as folhas e conduzido conforme Kraus e Arduin (1997).

A validacdo parcial de método analitico por CLAE, para deteccdo e
identificacdo de flavonoides, foi realizada para os critérios de seletividade e
linearidade de acordo com a RDC 166/2017, em CLAE Varian® ProStar. A curva de
calibracdo foi determinada a partir de leituras do padrdo rutina entre as
concentracbes de 31,25 a 1000 pg/ml, em triplicata, em método gradiente de
metanol em acido acético 2%, comprimento de onda 360nm, fluxo 1ml/min e volume
de injecéao 20pl.

A otimizacdo da EAU dos flavonoides das partes aéreas de C. ambrosioides
foi realizada com o auxilio de um planejamento fatorial Box Benhken 3° e da
metodologia de superficie de resposta (MSR) para as variaveis: tempo de extracao
(min), temperatura (°C) e teor alcodlico (%, p/p). A concentracdo de flavonoides foi
determinada por método espectrofotométrico (Biospectro — modelo SP 22), conforme
Rolim et al. (2005), com adaptacdes.

O extrato etandlico em maior escala foi obtido por percolacdo, concentrado e
seco em spray dryer (LABMAQ® - modelo LM-MSD 1.0), com fluxo co-corrente. O
extrato seco foi avaliado quanto a toxicidade in vitro para o microcrustaceo Artemia
salina nas concentracdes de 125 a 1000 pg/ml. A toxicidade oral aguda em ratas
Wistar foi executada segundo o protocolo internacional da OECD n°423 (2001), ap6s
aprovacao pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UEG n° 006/2017).
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Resultados e Discussao

As secclOes transversais da lamina foliar de C. ambrosioides evidenciaram

epiderme superior e inferior uniestratificadas, parénquima palicadico dorsiventral
(Figura 2A), tricomas tectores (Figura 2B), tricomas glandulares captados (Figura
2C) e néao captados (Figura 2D). A nervura central (Figura 2E) preenchida com
parénquima fundamental, presenca de colénquima nas regides adjacentes e alas
laterais, feixes vasculares colaterais parcialmente fechados. Nas seccdes
paradérmicas verificou-se a presenca de estdmatos anomociticos (Figura 2F). Na
caracterizacdo do material vegetal obteve-se perda por dessecacdo de 8,65% =
0,03, cinzas totais de 11,01% * 0,03, cinzas insoluveis em acido cloridrico de 0,54%
+ 0,03, granulometria do pé classificada como grosso e 0,2 ml = 0,26 de indice de
intumescéncia. Na prospecgdo fitoquimica foram identificados flavonoides,
compostos fendlicos simples, heterosideos antraquinénicos, taninos, compostos
terpénicos.

Figura 2 — Chenopodium ambrosioides L. sec¢des transversais da lamina foliar: A.
epidermes superior e inferior, parénquimas palicadico e lacunoso. B. tricoma néo-
glandular multisseriado. C. tricoma glandular captato. D.tricoma glandular n&o-
captado. E. nervura central. Corte paradérmico adaxial foliar: F. estébmatos
anomociticos. Barra de escala: A-D, F = 50um e E= 200um.
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A seletividade do método analitico por CLAE foi determinada mediante a

comparacdo dos cromatogramas do diluente da solucdo do padrdo rutina
(TR=39,448) e do extrato etandlico bruto de C. ambrosioides (TR=39,774). Quando
avaliada somente a fase movel ndo se verificou a interferéncia de impurezas no
tempo de retencdo dos cromatogramas analisados. A curva de calibracdo média
para rutina apresentou equacéo linear representativa y = 13572x — 113420 (N =6; r
=0,9981 e r* = 0,9998), homocedastica com valor de C critico 0,546 inferior ao valor
de C 0,616, e coeficiente angular 13572, diferente de zero, portanto o método foi
linear. O teor médio de rutina presente no material vegetal constituido pelas partes
aéreas de C.ambrosioides foi de 0,17 % (x0,03).

Nos estudos de otimizacdo, a ANOVA indicou que o modelo foi significativo
(p=0,003303) e demonstrou o efeito linear do tempo de extracdo e da temperatura
sobre os teores de flavonoides totais. Os teores alcodlicos exerceram pouca
influéncia na extracédo de flavonoides e houve efeito linear dos parametros tempo de
extracdo e temperatura, pois a eficiéncia maxima de extracado ocorreu proxima aos
pontos altos destas variaveis, ou seja, acima de 40 minutos e 50°C de temperatura.
As condi¢des analisadas pela MSR demonstraram que o tempo de extracdo em
torno de 60 minutos no ultrassom, a uma temperatura em torno de 57°C e teor
alcodlico em torno de 57% (m/m) permitem maior eficiéncia na extracdo de
flavonoides com o rendimento 107,78% do valor previsto.

Os resultados relativos a obtencédo do extrato seco de C. ambrosioides estao
sob sigilo de patente. No ensaio de toxicidade em Artemia salina, o extrato seco nas
concentracdes analisadas ndo apresentou mortalidade de artemias indicando que a
ClLso esta acima de 1000 pg/ml, portanto atéxico. De modo semelhante, no
experimento com roedores ndo foram verificadas mortes em nenhum grupo
(controle/teste), de modo que o0 extrato seco se enquadra na categoria “5”, de baixa
toxicidade, conforme OECD 423. Logo, a DLsg do extrato estd entre 2000 a 5000
mg/kg (OECD, 2001).

Consideracgfdes Finais
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Quanto a identificacdo vegetal foram confirmadas caracteristicas pertinentes a

familia e a espécie, bem como foram determinados parametros relevantes para o
controle de qualidade do material vegetal. O método analitico desenvolvido foi
seletivo e linear. As condi¢cdes oOtimas da EAU de flavonoides da amostra foram
determinadas. O produto intermediario obtido mostrou ter alta qualidade e

apresentou baixa toxicidade tanto em estudos in vitro quanto in vivo.
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