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Resumo

O trabalho pesquisou as caracteristicas fisico-
guimicas, cromatograficas e quantitativas dos
extratos hidroalcodlicos, hidroglicélicos e aquosos
de Bidens pilosa (picdo preto) obtidos por
maceracdo. Os extratos aquosos apresentaram
maior seletividade para a extragdo do marcador
em andlise. Nos quesitos de residuo seco e teor
de flavonoides, os extratos hidroalcodlicos e
hidroglicélicos foram semelhantes e superiores
aos extratos aquosos.

Introducéo

O desenvolvimento das monografias de insumos
vegetais nos compéndios oficiais brasileiros, com
a finalidade de aumentar a qualidade dos
fitoterapicos, induziu a uma maior investigacao e
pesquisa quanto as espécies medicinais
brasileiras e suas técnicas analiticas.

A espécie Bidens pilosa, conhecida como picao
preto, pode ser incluida na lista das espécies que
necessitam de uma melhor investigacdo quanto
as suas informagdes analiticas.

Esta espécie pertence a ordem Asterales, familia
Asteraceae e tribo Coreopsideae. Ela tem origem
na América do Sul e pode ser encontrada em
paises tropicais e subtropicais, bem como em
regibes da Europa. No Brasil, B. pilosa é
encontrada em quase todo o territério, mas com
maior concentragdo nas regides agricolas do
Centro-Sul (BRASIL, 2015).

As atividades terapéuticas da espécie incluem
atividades antimicrobiana, antimalarica, anti-
histaminica, antioxidante, antibacteriana,
anticarcinogénica, antidiabética, antifingica, anti-
helmintica, anti-herpética, anti-inflamatoria,
antiparasitéaria, antiviral, fotoprotetora,
imunossupressora, imunomoduladora e de
alteracdo da permeabilidade intestinal (BRASIL,
2015). Além disso, ela possui potencial para ser
usada no SUS, pois esta incluida na lista de
plantas de interesse — RENISUS.

Com o intuito de oferecer formulagfes eficazes e
seguras a populagdo, sao necessarios estudos
sobre algumas espécies vegetais que possuem
potencial para serem utilizadas, como a espécie
B. pilosa.

Entre seus constituintes quimicos incluem-se os
acetilenos e flavonoides, os quais podem ser os
responsaveis pelas suas atividades
farmacolégicas (GILBERT; ALVES; FAVORETO,
2013). Ademais, ja existem preparacdes
patenteadas a partir desta espécie com indicagéo
para tratamento de dermatites atépicas
(HORIUCHI; SEYAMA, 2008) e uso no tratamento
da obesidade, incluindo redugdo de peso e ganho
de massa muscular (YANG; CHANG; LIANG,
2019).

Assim, a partir do estudo e pesquisa das
propriedades de seus extratos, sera possivel
facilitar a inclusdo de sua monografia nas
proximas edi¢bes da farmacopeia nacional, além
de fornecer confiabilidade nas preparacdes que
serdo utilizadas posteriormente.

Para a producdo de formulagbes é comumente
utilizado alguns tipos de extratos com
caracteristicas fisicas e quimicas quali e
quantitativamente distintas, dependendo de varios
fatores, como o tipo de solvente, sua polaridade e
sua seletividade para os constituintes da espécie
extraida.

As tinturas sdo muito utilizadas na fitoterapia e
podem ser obtidas por técnicas descritas na 62
edicio da Farmacopeia  Brasileira. As
preparacdes usando uma parte do vegetal para
dez partes do solvente, utilizando misturas de
agua com etanol sdo denominadas de extratos
hidroalcoodlicos e, os extratos usando como
liquido extrator misturas de propilenoglicol com
4gua sdo chamadas de extratos hidroglicélicos.
Os ensaios e testes que possuem finalidade de
caracterizar fisico-quimicamente e realizar o
controle de qualidade dos insumos vegetais
levam em consideracdo alguns aspectos: a
identificacdo botanica da espécie usada, os
ensaios que avaliam a pureza do produto e a
avaliacdo quali e quantitativa de sua composi¢céo
quimica (BRASIL, 2019). Por conta disto, os
extratos que serdo caracterizados devem passar,
por exemplo, por avaliacdo da densidade, pH,
residuo seco, perfil cromatogréfico, quantificacdo
de principios ativos, entre outros.

Deste modo, o presente trabalho visa avaliar as
caracteristicas fisico-quimicas de extratos de B.
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pilosa visando dar embasamento para inclusédo
desta espécie nos compéndios farmacéuticos
nacionais.

Objetivos

O objetivo do trabalho realizado foi avaliar as
caracteristicas fisico-quimicas de extratos da
espécie B. pilosa (densidade, pH, residuo seco,
perfil cromatogréfico, quantificacdo de principios
ativos), a partir do seu preparo com diversos tipos
de liquidos extratores.

As avaliacBes realizadas dos extratos tiveram o
objetivo de evidenciar os processos extrativos
mais adequados para a droga vegetal desta
espécie, visando obter preparacdes com
caracteristicas fisico-quimicas adequadas e com
concentracdes elevadas das substancias que
possuem acéo terapéutica.

Métodos/Procedimentos
Obtencéo da droga vegetal

A espécie foi obtida a partir das partes aéreas de
B. pilosa, as quais foram colhidas apés cultivo,
secadas e pulverizadas.

Obtencéo das solugdes extrativas

Os extratos foram preparados por maceragao,
baseando-se na Farmacopeia Brasileira 62 edicdo
(2019). Apdés maceragdo, foram obtidos os
extratos etanol:agua 77:23 (V/v);
propilenoglicol:agua 1:1 (v/v); &gua (proporcao de
uma parte de droga para dez partes do solvente).
A droga vegetal foi misturada com o solvente de
extracdo e permaneceu em repouso e ambiente
fechado, com agitagdo diaria, por sete dias. A
mistura foi prensada e filtrada para obter os
extratos hidroalcoolicos (EtOH:H,0),
hidroglicélicos (PEG:H,0) e aquoso. Assim, foram
obtidas trés amostras (n=3).

Densidade relativa

Os valores foram obtidos baseados na descrigdo
da Farmacopeia Brasileira 62 edicdo (2019). O
calculo foi realizado pelo quociente entre a massa
da solucéo extrativa e a massa de agua, usando
picndmetro de 10 mL a 20°C. A andlise foi
realizada em triplicata.

pH

A técnica utilizada foi a descrita na Farmacopeia
Brasileira 62 edicdo (2019), com o uso do
aparelho de marca Tecnophon (modelo mPA-
210), solugdes-tampéo de pH=4,0 a 7,0 e 10 mL
de amostra de cada extrato. O procedimento foi
realizado em triplicata.

Residuo seco

A técnica realizada foi baseada na Farmacopeia
Brasileira 62 edicdo (2019), contendo 2g de cada

extrato como amostra. Foi realizado o processo
de evaporagdo em banho de agua quente em
capsulas de porcelana de 10 mL de capacidade.
Posteriormente elas foram levadas a estufa para
dessecacao por 3 horas a 105°C. A pesagem foi
realizada apoés resfriamento. As andlises foram
realizadas em triplicata e o valor foi obtido em
porcentagem.

Perfil cromatografico

A cromatografia em camada delgada foi a técnica
utilizada para obtencdo do perfil cromatografico,
tendo como amostra a solubilizacdo de 0,1g de
residuo seco com auxilio de 1mL de etanol:agua
(50:50 v/v). A fase estacionaria utilizado foi silica
GF254 e, como fase mdvel, a mistura de acetato
de etila:cloroférmio:acido acético (80:19:1).

Foi aplicado 30 pL da amostra na placa e 10 pL
da solugdo referéncia (composicdo: 10 mg de
guercetina solubilizada em 10 mL de metanol). O
percurso cromatografico foi de 10 cm e a
revelagdo foi feita com nebulizacdo de vanilina
sulfarica com aquecimento subsequente a 110°C
na estufa, conforme Farmacopeia Brasileira 62
edicdo (2019).

Teor de flavonoides

O método que foi utilizado para quantificagdo dos
principios ativos teve como fundamento uma
reacdo cromatica dos compostos flavonoides que
apresentam propriedades quimicas semelhantes.
Para  quantificacdo dos flavonoides, a
espectrofotometria foi utilizada e o padrdo
utilizado foi a Quercetina. Nesta técnica ocorre a
pré-purificagdo dos extratos por particdo com
tetracloreto de carbono e depois, reacdo com
cloreto de aluminio (BORELLA; FONTOURA,
2002).

Foi preparado o reagente contendo piridina (20
mL), dgua (80 mL) e 2,5 g de solucdo de cloreto
de aluminio com metanol. Logo apds, as solucdes
padrées foram preparadas usando 0,1 mL, 0,2
mL, 0,3 mL e 0,5 mL da mistura de quercetina
(0,050g) com 100 mL de alcool 70% (v/v),
juntamente com 0,4 mL de &cido acético glacial e
4,0 mL do reagente, completado com &lcool 70%
(V).

As amostras passaram pelo processo de
centrifugacéo por 5 minutos contendo 5,0 mL do
extrato, 2,0 mL de tetracloreto de carbono e 3,0
mL de &gua. Apds centrifugacdo, 1 mL do
sobrenadante foi retirado e misturado com 0,4 mL
de &cido acético glacial e 4,0 mL do reagente,
completando o baldo volumétrico de 25 mL com
alcool 70% (v/v).

As andlises espectrofotométricas dos padrdes e
das amostras foram realizadas com comprimento
de onda de 420 nm e o aparelho de UV foi zerado
com alcool 70% (v/v). As curvas de dosagem
foram realizadas e os concentracdes dos
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flavonoides foram calculados com o auxilio do
programa Excel.

Andlises estatisticas

Inicialmente foram realizadas as analises de
variancia (ANOVA) a partir dos resultados das
determinacdes e, em seguida, os testes de
comparacdes mdltiplas de Tukey-Kramer (p <
0,05).

Resultados e discussoes

Os resultados das andlises realizadas estédo
descritos na Figura 1 e Tabelas 1 e 2.

FIGURA 1 — Representacé&o do perfil
cromatografico em camada delgada obtido
com os extratos de B. pilosa

Parte superior da placa
Zona de Zona de
coloracdo azul coloragdo azul
escura escura
Zona de Zona de Zona de
coloracdo roxa | coloragdo roxa | coloragio roxa
Zona de Zona de Zona de
coloragdo roxa | coloragdo roxa | coloragdo roxa
Zona de Zona de Zona de
coloragdo coloragdo coloragdo
amarela amarela amarela

Quercetina:
Zona de
coloragdo
amarela

Zona de Zona de
coloragdo roxa | coloragdo roxa

Zona de
coloragdo cinza

Zona de
coloracdo roxa

Solucdo Extrato Extrato Extrato
referéneia | hidroetandlico | hidroglicélico |  aquoso

acético 80:19:1; revelador: vanilina sulfuricacomaquecimento

(Fonte: Autores)

Tabela 1 — Valores médios dos parametros
fisico-quimicos: densidade relativa, pH e
residuo seco dos extratos de B. pilosa

Tabela 2 — Valores médios de quantificacdo de
flavonoides e indice de seletividade dos
extratos de B. pilosa

Extrato Teor de indice de
flavonoides seletividade
totais (%om/m) (%flav/
residuo
seco)
Hidroalcodlico 0,0092 0,004
Hidroglicdlico 0,008? 0,003
Aquoso 0,003r 0,006

Extrato Densidade pH Residuo
Relativa seco
(%m/m)

Hidroalcodlico 0,87412 6,292 2,402

Hidroglicdlico 1,0418p 6,322 2,702

Aquoso 0,9954¢ 6,95P 0,53b

n = 3; p <0,05 — ANOVA seguido pelo teste de
comparagdes multiplas de Tukey-Kramer. Médias
seguidas pelas mesmas letras mindsculas, nas
colunas, nao diferem estatisticamente entre si.

n = 3; p <0,05 — ANOVA seguido pelo teste de
comparag6es multiplas de Tukey-Kramer. Médias
seguidas pelas mesmas letras mindsculas, nas
colunas, ndo diferem estatisticamente entre si. Teor de
flavonoides totais estimados como Quercetina.

O perfil cromatografico demonstrou que a
Quercetina (marcador) estava presente, mesmo
que em pequena quantidade, nos extratos
produzidos. Os perfis dos extratos hidroalcodlicos
e hidroglicélicos mostraram maior ndmero de
zonas de coloracdo, evidenciando maior
diversidade de substancias presentes, em
comparagdo com aquosos, que apresentaram
menor numero, detectaveis pela revelacdo com
vanilina sulfarica (Figura 1).

Os valores de densidade obtidos tinham
significativa diferenca e uma das razdes pode ser
devido as caracteristicas dos liquidos usados
para extracdo (Tabela 1).

Os resultados de pH observados foram &cidos
para todos os extratos analisados, sugerindo que
houve a extragdo de principios ativos que
possuem caracteristicas acidas como, por
exemplo, os flavonoides. Em compara¢cdo com o
extrato aquoso, o0s extratos hidroalcodlicos e
hidroglicélicos apresentaram maior acidez
(Tabela 1).

Os residuos secos apresentaram valores maiores
para os extratos hidroalcodlicos e hidroglicélicos,
em comparacdo aos extratos aquosos, como
podemos observar na Tabela 1. Isto sugere uma
maior eficiéncia dos solventes na extracdo das
substancias que estdo presentes nos tecidos da
espécie.

Os valores obtidos para o teor de flavonoides
mostram que h& maior concentracdo destes
principios ativos nos extratos hidroalcodlicos e
hidroglicélicos, comparando com 0s aquosos
(Tabela 2). Ao confrontar estes resultados com
aqueles obtidos por Silva (2008), pode-se
observar que os valores das concentracdes de
flavonoides s&o inferiores aos apresentados
naquele trabalho (0,24%). No entanto, Silva
(2008) ndo preparou os extratos avaliados
seguindo as técnicas descritas na Farmacopeia
Brasileira, como o preparo da tintura por
maceracgdo, na proporcao de 1:10. Ademais, outra
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explicagdo para a variagcdo dos valores pode ter
sido a diversidade das drogas de B. pilosa que
foram utilizados nestes trabalhos.

Apés célculo do indice de seletividade para
flavonoides, foi observado que, apesar do extrato
aquoso ter menor concentracdo de flavonoides, a
agua foi o solvente mais seletivo para este
principio ativo, em comparacdo com os demais
utilizados.

Conclusoes

Com os resultados obtidos apés a realizacdo das
analises, foi observado que para residuo seco e
teor de flavonoides, os extratos hidroalcodlicos e
hidroglicélicos foram semelhantes e superiores
aos extratos aquosos. Porém, o extrato aquoso
teve maior seletividade para a extracdo dos
flavonoides.

Apesar disso, o perfil cromatografico indicou que
0s extratos hidroalcodlicos e hidroglicélicos
apresentaram maior numero de zonas de
coloragdo, quando comparados com 0s extratos
aquosos, mesmo o0 marcador (Quercetina) sendo
visualizado em todos.

O menor valor de concentragdo do marcador nos
extratos que foram produzidos neste trabalho, em
comparacdo com outros trabalhos da literatura, o
gque pode ser explicado pelas técnicas de
extragdo diferentes e pelas caracteristicas
variantes da espécie B. pilosa usada nos
trabalhos.
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