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O CADERNO

(Toquinho/ Mutinho)

Sou eu que vou sequir vocé
Do primeiro rabisco

Até o be-a-ba.

Em todos os desenhos
Coloridos vou estar

A casa, a montanha

Duas nuvens no céu

E um sol a sorrir no papel...

Sou eu que vou ser seu amigo

Vou lhe dar abrigo

Se vocé quiser

Quando surgirem

Seus primeiros raios de mulher
A vida se abrira

Num feroz carrossel

E vocé vai rasgar meu papel...

So peco, a vocé

Um favor, se puder
N&o me esqueca
Num canto qualquer

Sou eu que vou ser seu colega
Seus problemas ajudar a resolver
Te acompanhar nas provas
Bimestrais, vocé vai ver

Serei, de vocé, confidente fiel

Se seu pranto molhar meu papel...

O que esta escrito em mim
Comigo ficara guardado

Se lhe da prazer

A vida segue sempre em frente
O que se ha de fazer...
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Desenvolvimento de forma soélida obtida a partir de extrato seco de
Schinopsis brasiliensis Engler. FELIPE HUGO ALENCAR FERNANDES.
Orientador: Ana Claudia Dantas de Medeiros; Coorientador: Fabio Santos de
Souza. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pés-graduacao em Ciéncias
Farmacéuticas. Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, UEPB, 2014.

RESUMO

Os extratos nebulizados de plantas medicinais, secos por aspersao € o ponto
de partida para o desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos. Eles
apresentam boa estabilidade quimica, menor contaminacao microbiolégica e a
possibilidade de aplicacdo em outras formas farmacéuticas. Para o
desenvolvimento de uma forma farmacéutica, a partir de ingrediente ativo sao
necessarios ensaios prévios visando prever possiveis incompatibilidades e que
possam afetar o produto final. Dessa forma, os estudos de pré-formulagéao
constituem uma importante etapa no desenvolvimento farmacotécnico, pois
permite identificar, dentre outras caracteristicas, problemas relacionados ao
excipiente, bem como a estabilidade da formulacdo. Assim, o objetivo desse
trabalho foi o desenvolvimento de uma forma farmacéutica sélida a partir do
extrato seco de Schinopsis brasiliensis Engler. O extrato foi nebulizado por
aspersao foi produzido a partir do extrato hidroalcoolico das cascas de S.
brasilienses Engler. (BRCA). Foi realizado o estudo de compatibilidade,
utilizando diferentes excipientes (amido, celulose microcristalina 101 e 102,
lactose, estearato de magnésio, PVP K-30 e talco) a partir de diferentes
técnicas analiticas associada a ferramentas quimiometricas. Também foram
realizados estudos cinéticos utilizando termogravimetria isotérmica e a
determinacdo e validacdo do método para o polifenol majoritario por
cromatografia liquida de alta eficiéncia no UV-Vis (CLAE UV-Vis). Os
resultados da microscopia Optica, Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e
das analises quimiometrica indicam uma possivel incompatibilidade com amido,
lactose e estearato de magnésio, as quais foram confirmadas por difracdo de
raios X (DRX). A formulagdo proposta apresentou estabilidade maior que o
extrato nebulizado e um tempo de prateleira consideravel. O extrato também
apresentou uma elevada concentracdo de polifenol, e optou-se pelo acido
galico, que apresenta diversas atividades farmacoldgicas, como marcador
quimico. O método desenvolvido apresentou boa precisdo, exatidao,
linearidade e limite de deteccdo e quantificacdo aceitaveis. Os resultados
apontam que as técnicas analiticas utilizadas nos estudos de pré-formulagéao
do extrato nebulizado e que o mesmo pode ser utilizado para o
desenvolvimento de capsulas e comprimidos de S. brasiliensis.



PALAVRAS-CHAVE: Pré-formulacao; Analise térmica; Fitoterapico; Marcador
quimico.

Development of solid form obtained from drying extract of Schinopsis
brasiliensis Engler. FELIPE HUGO ALENCAR FERNANDES. Advisor: Ana

Claudia Dantas de Medeiros. Co-advisor: Fabio Santos de Souza. Master’'s

thesis. Post-grad Program in Pharmaceutical Sciences. Center of Biological
and Heath science. UEPB, 2014.

ABSTRACT

The drying extract of medicinal plants, obtained by spray drying is the starting
point of development of herbal medicines. They exhibit good chemical stability,
lower microbiological contamination and de possibility of application in the order
dosage forms. For development of a dosage form, the active ingredient from
previous trial are needed aiming to foresee and possible incompatibility that
may affect the final product. Thus, the pre-formulation studies is an important
step in pharmaceutics development since it identifies, among other
characteristics, related to the excipient problems as well as the stability of the
formulation. Thus, the objective of this work was the development of a solid
dosage for from the drying extract of Schinopis brasiliensis Engler. The extract
was dried by spray-drying was produced from de hydroalcoholic extract of bark
of S. brasiliensis (BRCA). The compatibility study was performed using different
excipients (starch, microcrystalline cellulose 101 and 102, lactose. magnesium
stearate, PVP K-30 and talc) from different analytical techniques associated
with chemometric tools. Kinetcs studies were also performed using isothermal
thermogravimetry and determination and validation method for major
polyphenol by high performance liquid chromatography UV-Vis (HPLC UV-Vis).
The results of optical microscopy, differential scanning calorimetric (DSC) and
chemometric analyze indicate possible incompatibility with starch, lactose and
magnesium stearate, which were confirmed by X-ray diffraction (DRX). The
proposed formulation was more stable than the drying extract and good self
time. The extract also showed a high concentration of polyphenol, and we opted
for gallic acid, which has several pharmacological activities such as chemical
marker. The development method showed good precision, accuracy linearity
and limits of detection and quantification acceptable. The results indicate that
the analytical techniques used in the preformulation studies of the drying extract
and that it can be used for the development of capsules and tables if S.
brasiliensis.

KEYWORDS: Preformulation, thermal analysis, herbal drugs, chemical marker.
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1. INTRODUGAO

Os micro-organismos sédo considerados um grande desafio da terapéutica
medicamentosa. Bactérias como Staphylococcus aureus detém uma grande
capacidade de mutagdo e resisténcia, contribuindo para uma diminuigcdo da
eficacia dos antimicrobianos tradicionais. Além do mais, o uso irracional dessa
classe de medicamentos favorece esse processo, fazendo-se necessario 0 uso
de farmacos cada vez mais potentes, como a Vancomicina (GUIMARAES et
al., 2010).

A classe dos anti-infecciosos € a quinta classe terapéutica mais vendida no
mercado mundial, estando no topo empresas multinacionais como a Pfizer®,
Glaxo-Smith-Kline® e a Novartis®. A maioria dos antimicrobianos disponiveis no
mercado é obtida por sintese ou semissintese de moléculas bioativas como a
penicilina G, as sulfas e a vancomicina (SOUZA, 2010). Contudo é cada vez
menor o numero de novas moléculas antimicrobianas que foram lancadas nos
ultimos anos. Recentemente, apenas duas moléculas novas dessa classe
foram lancadas, pois a industria farmacéutica alega que os gastos em pesquisa
e desenvolvimento sdo bastante elevados e o retorno pode né&o ser
compensavel, além da possibilidade do desenvolvimento de resisténcia
(BRESOLIN; CECHINEL FILHO, 2010).

Por outro lado, um determinado seguimento vem mostrando-se como uma
excelente alternativa tanto terapéutica, para o paciente, como economicamente
para as empresas que sao os medicamentos fitoterapicos. Segundo Brasil
(2006), os fitoterapicos sao medicamentos obtidos exclusivamente de matéria
prima de origem vegetal, reconhecidos, seja por seus estudos clinicos, seja por

conhecimentos etnofarmacolégicos.

A linha de produtos fitoterapicos contempla principalmente medicamentos
anti-inflamatérios, para o sistema nervoso central, para problemas respiratérios
e digestivos e avanca para o tratamento de patologias mais complexas como
vitiligo, psoriase e a AIDS. Eles movimentaram mundialmente em 2011, US$
26 bilhdes, com uma grande desigualdade regional, sendo a Europa
correspondente a 50% desse mercado (ALVES, 2013).
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Até o desenvolvimento do produto final o ingrediente ativo percorre varias
etapas, dentre elas o estudo de pré-formulacdo, considerado uma das etapas
mais importantes, devido ao grande numero de informacbes sobre os ativos,
excipientes e da formulacdo em estudo, objetivando eficacia, seguranca e
qualidade. Essas caracteristicas podem ser analisadas a parti de diferentes
técnicas analiticas como analise térmica, espectroscopia, difracdo de raios X,
microscopia, dentre outras (MAXIMINIANO et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver uma formulagdo solida do extrato nebulizado de Schinopsis

brasiliensis Engler. com atividade antimicrobiana

2.2. Objetivos especificos
e Realizar o estudo de compatibilidade farmaco excipiente através de
diferentes técnicas analiticas;
e Propor, a partir do estudo de compatibilidade, uma formulacédo solida
com o extrato nnebulizado;
e Analisar o comportamento cinético da formulacdo e do extrato, por
termogravimetria isotérmica;

e Identificar e validar o marcador quimico da espécie;.



23

3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Plantas medicinais como alternativa terapéutica

O uso de plantas medicinais pelo homem é datado muito antes do
surgimento das primeiras civilizacoes. A observacao da natureza foi a fonte do
conhecimento etnofarmacolégico que atravessou geracbes e chegou até os
dias atuais, embora muito de tenha perdido no decorrer dos anos. Durante a
Idade Média, o cultivo de plantas medicinais ficou a cargos dos monges sendo
estes responsaveis pelo seu cultivo e distribuicdo. Porém foram os alquimistas
que, através dos métodos rusticos de pesquisa, comecaram a conhecer 0s
primeiros aspectos relacionado a quimica de produtos naturais. (DANTAS,
2007).

No Brasil, as primeiras descricdes sobre as plantas medicinais da nossa
flora datam de 1500, com a Carta de Pero Vaz de Caminha. Com o passar dos
anos, varios naturalsitas que vieram para o Brasil descreveram algumas
plantas que eram utilizadas pelos indios como o maracuja (Passiflora sp.) e a
copiaba (Copaifera sp.). Em 1847, Theodore Peckolt e sua familia comecaram
a pesquisa com quimica e farmacologia de plantas medicinais. Em 1889, a
pedido do Congresso Médico Brasileiro, Peckoit descreveu detalhadamente a
aroeira (Schinus terebinthifolius) tanto em seus aspectos quanto seus aspectos
qguimicos com base nos ensaios fitoquimicos para a época (SILVA, 2013).

Fernandes (2012), menciona que no comec¢o do século XX, comeca a
substituicdo dos boticarios pelas “pharmacia” e pequenas industrias nacionais
que estava focada na producdo de produtos compostos a base de extratos
vegetais e minerais. Contudo a partir de 1930 a industria nacional sofreu
profundas mudancgas com o advento da sintese de farmacos em grande escala,
frente as grandes areas e o elevado tempo necessarios para o plantio e
extracdo de ativos naturais.

No inicio do século XX, surgem os bases da Quimica Medicinal, baseado
nos conhecimentos mais avancados de bioquimica. A sintese da Aspirina® foi

considerada um marco para o tratamento da dor e um avanco na sintese de
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farmacos. Contudo sua estrutura quimica foi baseada na salicina, um ativo
natural com atividade anti-inflamatéria, encontrado na casca do salgueiro Salix
alba, descrito pela primeira vez no Papiro de Ebers em 1500 a.C. (YUNES et
al., 2001; FUSTER; SWEENY, 2011).

Até o periodo da Segunda Guerra Mundial, a sintese de farmacos, era
favorecido pela classe dos antibidticos, o fez com que a busca por produtos
naturais torna-se quase que esquecida e a industria nacional brasileira que
produzia produtos provenientes da flora natural, atendendo as pressdes do
mercado internacional, passou a ser uma simples linha de producao
(FERNANDES, 2012).

No final do século XX, uma onda naturalista focada nos aspectos de
sustentabilidade atingiu a toda a sociedade. Em paralelo a isso, a populacéo de
baixo poder aquisito e que ndo tinham acesso aos medicamentos sintéticos,
continuava a fazer uso de plantas medicinais para o tratamento de diversas
patologias. O resultado disso foi o retorno do uso de plantas medicinais como
alternativa terapéutica, porém focada numa nova tendéncia: o desenvolvimento
de medicamentos ditos fitoterapicos e no isolamento de compostos quimicos
com atividade farmacolégica comprovada (SOUSA et al., 2008; FIRMO et al.,
2011).

Comeca-se entdo a busca por ativos naturais, baseado principalmente no
conhecimento etnofarmacolégico e na parceria com Universidades e Centros
de Pesquisa, 0 que fez surgir varios frutos como os medicamentos Floratil®,
proveniente da parceria entre a Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)
e o laboratdrio Hebron® e o Acheflan®, parceria encabegada pela Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC) e o laboratério Aché® (BRESOLIN;
CECHINEL FILHO, 2010).

3.2. Alegislacao vigente para plantas medicinais e fitoterapicos

Em 1978 a OMS reconhece as plantas medicinais como uma boa
alternativa para o tratamento de diversas enfermidades. No Brasil, denotam-se
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de 1981 as primeiras politicas para o uso de plantas medicinais e fitoterapicos,

por meio da portaria n°212 do Ministério da Saude.

No ano de 2006 foi langada a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
complementares (PNPIC). Voltada para o Sistema Unico de Saude (SUS), a
politica objetiva oferecer um tratamento mais humanizado, além de alternativas
terapéuticas com base na Medicina Tradicional Chinesa—acupuntura,
Homeopatia, Medicina Antropofisica, Termalismo-Crenoterapia e Fitoterapia.
No que se refere as plantas medicinais e fitoterapicos, a politica traz algumas
diretrizes, que se destacam (BRASIL, 2006):

e elaboracdo da Relagcdo Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos;

e provimento do acesso a Plantas Medicinais e Fitoterdpicos aos
usuarios do SUS;

e formacao aos profissionais de saude;

e incentivo a pesquisa e desenvolvimento de plantas medicinais e

fitoterdpicos, priorizando a biodiversidade nacional.

No mesmo ano, o Governo Federal cria a Politica Nacional de Plantas
Medicinas e Fitoterapicos, justificada pela grande biodiversidade brasileira, os
aspectos étnico-culturais relacionadas ao uso de plantas medicinais e o grande

potencial cientifico e tecnoldgico produzido no pais. A politica visa:

“Garantir a populagédo brasileira o acesso
seguro e o uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia
produtiva e da industria nacional.” (Brasil, 2006
p. 20)

Em Novembro de 2009 foi publicada pela Portaria n°2.982. que aprova as
normas de execugdo e financiamento da Assisténcia Farmacéutica na Atencao
Basica e nela esta contidos oito medicamentos fitoterapicos na Relacao
Nacional de Medicamentos (RENAME, 2014). Em 2012, a RENAME foi
atualizada incluindo mais quatro fitoterapicos, totalizando 12 alternativas

terapéuticas para as mais diversas patologias (tabela 1).
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Com o passar dos anos, diversas legislagdes foram elaboradas tendo como
tema principal a politica de fitoterapicos. Dentre elas podemos temos:

e RDC n° 10 de Margo de 2010, na qual se encontra uma lista com mais
de 60 plantas medicinais que podem ser usadas sobre forma de infusao
(chas);

e RDC n°14 de Margo de 2010 que normatiza o registro de medicamentos
fitoterapicos;

e RDC n? 60 de Novembro de 2011, que cria o Formulario de Fitoterapicos
da Farmacopeia Brasileira;

e RDC n? 13 de Mar¢o de 2013, que dispde sobre as Boas Praticas de

Fabricacdo de Medicamentos fitoterapicos tradicionais.

Esta ultima resolugdo apresenta o conceito de “Produto tradicional
fitoterapico” (PFT), diferenciando de medicamento fitoterapico, conforme a
RDC 14/2010. O principal objetivo dessa diferenca esta no fim dos testes
necessarios vara a verificagdo da eficacia farmacolégica do produto fitoterapico
tradicional, que serd feita com base no conhecimento entofarmacolégico e na
literatura e serao isentos de prescricdo médica. Embora parte dessa resolucao
ainda esteja sob consulta publica, essa mudanca facilitara o registro de

fitoterapicos que ja se encontram no mercado ha varios anos.

De uma forma geral, a legislacdo voltada para Plantas medicinais e
Fitoterapicos trouxe grandes avancos, no que se refere a difusao do seu uso e
no incentivo ao desenvolvimento tecnolégico, porém pouco aproveitada se
compara a paises como a Alemanha, onde se concentra 0 maior mercado de
fitoterapicos (BUFAINO, 2013)
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Tabela 1 — Plantas medicinais pertencentes a RENAME (relagédo Nacional de Medicamentos)

. Forma L
Nome Nome cientifico farmacéutica Indicacao
Cépsula, Colagogos e coleréticos
Alcachofra Cynara qomprlmldo,~ em dispepsias associadas
scolymus dragea, solucao a
oral, tintura disfungdes hepatobiliares.
) Produtos ginecoldgicos
Aroeira Schinus Gel, 6vulo antiinfecciosos topicos
terebenthifolius ’ . P
simples
Cascara Rhamnus . : Constipacao ocasional
sagrada purshiana Capsula, tintura simples
Capsula, Dispepsias, coadjuvante
Espinheira Maytenus comprimido, pepsias, juvar
AP ~ no tratamento de gastrite e
Santa llicifolia solucao, tlcera duodenal
emulsdo, tintura
Garra do Harpagophytum Cépsula, Antunflamggigg (oral) em
diabo procumbens comprimido lombares, osteoarrite
Guaco Mikania Cacﬁzlrla{istﬂfagao Expectorante,
glomerata ’ ’ broncodilatador
xarope
Isoflayona Glycine max Capgulg, Cllma,te_rlo (Coa_ldjuvante no
de soja comprimido alivio dos sintomas)
Antiinflamatério (oral e
Unha de Uncatria Cépsula, topico) ?gjrsgfgzge artrite
gato tomentosa comprimido, gel osteoartrite & como
imunoestimulante
Tratamento topico de
queimaduras de 1° e 2°
Babosa Aloe vera Creme graus e como coadjuvante
nos casos de Psoriase
vulgaris
Tratamento da sindrome
) Mentha x ] do cdlon |rr|tav~e|.
Hortela iverita Cépsula Apresenta acao
pip antiflatulenta e
antiespasmadica
Coadjuvante nos casos de
Pé para obstipacao intestinal
Plantago Plantago ovata disperséao oral habitual. Tratamento da
sindrome do colon irritavel
Tratamento de dor lombar
Salgueiro Salix alba Comprimido baixa aguda. Apresenta

acao antiinflamatoria

Fonte: RENAME, 2012
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3.3. Ativos naturais com atividade antimicrobiana

Os antibi6ticos sdo compostos de origem natural ou sintética capazes de
inibir ou causar a morte de micro-organismo, como bactérias e fungos. Desde a
descoberta do corante vermelho Protosil®, varias outras moléculas surgiram
para o tratamento desses patégenos o que levou a grandes avangos na
terapéutica antimicrobiana. Contudo, o uso irracional dessa classe terapéutica
possibilitou o surgimento de linhagens resistentes aos quimioterapicos
disponiveis no mercado (GUIMARAES et al., 2010).

Até o final da década de 90, a sintese de farmacos era a principal fonte de
novos antimicrobianos, porém desde 2000, poucas moléculas foram langcadas
no mercado. A industria farmacéutica alega que os gastos em pesquisa e
desenvolvimento sado bastante elevados e o retorno pode nao ser
compensavel, além da possibilidade do desenvolvimento de resisténcia
(BRESOLIN; CECHINEL FILHO, 2010).

Seguindo caminho oposto, foi retomada a busca por novos ativos de origem
natural, proveniente de extratos de plantas medicinais. No Brasil tem crescido
demasiadamente o numero de pesquisa envolvendo espécies da nossa flora,
tendo em vista a grande biodiversidade do nosso pais e a busca pela
“sustentabilidade”, no ambito da industria farmacéutica (OSTRSOKY., et al.,
2008; SILVA e OLIVEIRA, 2012).

Espécies como o Anacardium acidentale L (cajueiro), Psidum guajava L
(goiabeira), Punica granatum L (romd) e Caesalpinia ferrea Martius (juca),
pertencentes a flora brasileira e com uso etnofarmacolégico bastante difundido,
apresentam atividade contra diversos patégenos, como Staphyloccus aureus,
Eschirichia coli, Candida albicans e sao bons exemplos de possiveis fontes de
ativos naturais (SILVA et al., 2007; DANTAS, 2007; BISWAS et al., 2013;
MALTA JUNIOR et al., 2013). Todas estas espécies encontram-se na RDC N°
10 (BRASIL, 2010) que dispde seu uso na forma de infusdo (cha) estando
indicadas para o tratamento de inflamacgdes, infecches, cicatrizante e

antisséptico.
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3.4. Schinopsis brasiliensis Engler

A Schinopsis brasiliensis Engler € uma arvore pertencente a familia
Anacardiaceae. Seu nome cientifico significa “Schinopsis” = parecido com
“Schinus”, um género de plantas a qual pertence a aroeira (Schinus
terebinthifolius). Popularmente € conhecido no Nordeste como brauna ou
baraina e em Minas Gerais como pau-preto. Sua ocorréncia é, principalmente,
na regido Nordeste, no norte de Minas Gerais e de Mato Grosso do Sul.
Também esta presente em regides da Bolivia (onde é conhecida como Soto) e
no Paraguai (onde € conhecida como barauva). Seu nome popular esta tem
origem tupi ibira-uma “madeira-preta” (DANTAS, 2007; CARVALHO, 2008).

A copa da arvore é quase globosa com ramos providos de espinhos. Sua
casca é bastante escura e sua madeira bastante densa. Quando é macerada,
libera um aroma de resina e quando deixada ao ar livre escurece rapidamente
(SOUZA NETO, 2009).

Seu uso etnofarmacol6gico esta voltado para o tratamento da gripe, tosse,
diarréia, fraturas e como antiinflamatério geral (SARAIVA et al, 2013). Extratos
hidroetandlico das cascas e folhas apresenta atividade in vitro contra diversos
micro-organismos de interesse médico como o Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus oralis, possivelmente devido ao
elevado teor de taninos e flavonoides presentes no extrato (CHAVES et al,
2011; SILVA et al., 2012).

Diversos compostos quimicos ja foram isolados de S. brasiliensis. Dentre
eles destacam dois novos alquilfenois (CARDOSO et al., 2005), galato de
metila e acido galico (SARAIVA et al.,, 2011). Estes compostos apresentam
varias aplica¢des tanto de industria de alimentos, medicamentos e cosméticos
como fonte natural de antioxidantes, estabilizantes de bebidas e matéria prima
para a sintese de farmacos (BATTESTIN et al., 2004). Outro aspecto consiste
na acdo farmacoldgica desses compostos para o tratamento de doencas
cardiovasculares e degenerativas, cancer, e como antidiabética, antihelmintica,

antiploriferativa, antimicrobiana e antifungica (ARAPISTAS, 2012).
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Figura 1 — Schinopsis brasiliensis Engler. localizada na zona rural de Pocinhos - PB

e S

Fonte: SANTOS, 2013

3.5. Desenvolvimento tecnolégico de fitoterapicos

A Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC)
descreve que o consumo de plantas medicinais no SUS podem ser de quatro
formas: Plantas medicinais in natura, plantas medicinais seca (droga vegetal),

fitoterapico manipulado e fitoterdpico industrializado (BRASIL, 2006).

Considerando os aspectos de eficacia e seguranca exigidos pela legislagao
vigente, o fitoterdpico industrializado talvez seja o que mais atenda a esses
aspectos, tendo um vista a exigéncias para o registro de um fitoterapico ser
bastante complexo, mesmo este sendo um produto fitoterdpico tradicional
(BRASIL, 2013).

Entretanto, no que se refere ao desenvolvimento de fitoterdpicos o Brasil
ainda encontram-se bem abaixo de paises como EUA, Japao e Alemanha, que
possuem uma biodiversidade bem menor e que investem macicamente em

Pesquisa e Desenvolvimento (KLEIN et al, 2009). Inicialmente, o
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desenvolvimento de um medicamento fitoterapico consiste de uma forma geral,

em algumas etapas:

3.5.1. Planta medicinal

Conforme Rodrigues e Otsuka (2011), a escolha da planta a ser trabalhada
pode escolhida a partir de cinco abordagens:

e coletas randébmicas — obtencdo de amostras de todas as plantas
encontradas em uma determinada regiao;

e quimiotaxonomia — escolha das espécies com base na presenca de
determinados grupos de metabdlitos em determinadas familias;

e ecologia quimica — baseia-se na observacdo das inter-relacoes
(animais, plantas e micro-organismos) resultantes na producao de
metabdlitos secundarios como estratégias de defesa quimica;

e zoofarmacognosia — consiste na observacdao de animais para com o
uso de plantas com fins terapéuticos;

e entofarmacologia — baseia-se na busca através do saber popular de

varias comunidades local, o uso de plantas medicinais;.

Outra etapa importante consiste na correta identificacao da espécie vegetal,
com o deposito da exsicata no herbario. As amostras vegetais secas devem
conter, pelo menos, itens de floracéo e frutificacdo e apresentarem-se em bom
estado para identificacdo (RODRIGUES; OTSUKA, 2011).

3.5.2. Coleta e secagem

Outro aspecto importante esta relacionado a coleta do material vegetal.
Diversos aspectos como a época e o horario da coleta, o tipo de solo, a forma
de coleta dentre outros, podem afetar a droga vegetal bem como a
concentracdo de compostos. Chaves et al. (2013) ao estudar a influéncia da
variacdo sazonal na expressao de flavonoides e polifendis totais bem como a
atividade antimicrobiana, encontrou diferencas consideraveis entre o periodo
chuvoso e seco nas espécies de Guapira glacifora e Pseudobombax

marginatum.
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O processo de secagem esta diretamente ligado ao rendimento de ativos
naturais nas plantas medicinais. As condicdes de secagem (temperatura,
processo de secagem, parte do vegetal, dentre outros) podem produzir
consideradas variacoes no teor de ativos. O principal objetivo da secagem é a
reducao do teor de agua, sendo a temperatura mais utilizada é em torno de 40
°C (MELO et al., 2004).

3.5.3. Extrato

O extrato consiste numa preparacao com consisténcia liquida, sélida ou
intermediaria proveniente de origem vegetal ou animal. Este material pode ser
submetido a tratamento prévio como inativacdo de enzimas, moagem,
desengorduramento, dentre outros (BRASIL, 2011). Os extratos podem ser
obtidos utilizando diferentes solventes e técnicas de preparo, de acordo com a
necessidade (ISAAC et al., 2008).

Dentre os principais solventes para a extracdo de ativos temos a agua, o
alcool etilico e metilico, hexano, acetato de etila, cloroférmio, éter de petréleo,
dentre outros. Também é comum a mistura de solventes como a solucao
etanolica a 70% e mistura com cloroférmio e éter. A escolha dos solventes se
dara de acordo com principios ativos a ser extraida, adequacao tecnolégica ao
método e inocuidade fisiolégica (NEGRI; DUARTE-ALMEIDA, 2011). Outro
aspecto diz respeito a técnica utilizada para obtencao do extrato. No caso dos
extratos liquidos temos (BRESOLIN; CECHINEL FILHO, 2010):

e infusdo: O material vegetal é posto em contato com agua fervente
em recipiente fechado por alguns minutos. Geralmente é aplicada
as partes moles do vegetal ou rica em O6leos essenciais e
compostos volateis.

e decoccao: Consiste em submeter o material em contato com agua
em ebulicido durante um curto periodo de tempo. E aplicado as
partes duras do vegetal como cascas e raizes. Contudo esta sujeito
a perda de compostos termossensiveis.

e maceracao: A matéria prima vegetal fica em contato com o solvente
durante um longo periodo, sem a renovacao do liquido extrator.

Quando é feita sob agitacao ela é dita maceracao dinamica.
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e percolacdo: Semelhante a maceragdo, porém com uma renovacao
constate do liquido extrator, objetivando o esgotamento da droga
vegetal.

e turbdlise ou turboextracdo: nessa técnica ocorre uma reducado do
tamanho da particula da droga vegetal concomitantemente com a
extragcdo em altas rotagdes, o que faz com o processo de extragao
seja mais rapido. Entretanto esse método esta sujeito a problemas
relacionados a temperatura.

e extracao por arraste de vapor: Utilizada principalmente na extracdo
de dleos essenciais, consiste no arraste dos 6leos pelo vapor de
agua, utilizando um aparelho denominado de Clevenger.

e extracdo por soxhlet: Utilizada para extracdo de solidos utilizando
solventes volateis. Consiste num sistema rotativo, onde o solvente
aquecido entra em contato varias vezes com o material vegetal,
possibilitando uma extracdo utilizando pequenas quantidades de

solvente.

Existem ainda outros tipos de extracdo: micro-ondas, ultrassom e fluido

supercritico, que utilizam outras técnicas e aparatos modernos.

A escolha do processo de extragdao pode ser feita, por exemplo, utilizando-
se um planejamento experimental, visando obter a melhor condicdo de
extragcdo. Migliato et al. (2011) aplicaram um planejamento experimental
completo (3%), visando otimizar a extracdo dos frutos de Syzygium cumini. Os
autores concluiram que a percolagdo (comparada a turbdlise e maceragao) e
utilizando uma solugéo hidroalcoolica a 50% foi a que melhor residuo seco e

atividade antimicrobiana.

Entretanto os extratos liquidos apresentam sérios problemas relacionados a
estabilidade, contaminacdo microbiolégica e padronizacdo, acarretados
principalmente pela presenca de solventes. Uma possivel alternativa sera a
retirada parcial ou total desses solventes produzindo extratos secos (SOARES;
SOUZA, 2011).

Entende-se por extrato seco as preparagcdes provenientes da evaporacao
dos solventes em extratos liquidos, utilizando ou ndo adjuvantes de secagem.
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Apresentam a vantagem de serem mais estaveis, tanto nos aspectos quimicos

quanto microbiolégicos, melhor padronizagdes e maior aplicabilidade para

outras formas farmacéuticas (SILVA et al., 2012). De uma forma os extratos

secos podem ser obtidos pelos seguintes processos (SOARES; SOUZA, 2011;
SILVA et al., 2012):

secagem por evaporacdo rotativa: Utilizando um equipamento
denominado de rotaevaporador, o extrato € concentrado pela retirada
do solvente em forma de vapor pela agitacdo e aquecimento em
banho-maria (geralmente a 30 - 40 °C).

liofilizagédo (freezer drying): Consiste na retirada da agua do extrato,
através do congelamento do mesmo e de sua retirada por
sublimacéao sob pressao reduzida, de forma que ocorre uma protecao
dos componentes do extrato pelo estado liquido da agua. Embora
seja 0 processo mais indicado para extratos termolabeis, € um
processo de levado custo para a producdo de extratos e o seu
produto final apresenta-se elevada higroscopicidade

leito de jorro ou fluidizado: Processo de secagem onde ocorre um
contato entre o fluido e particulas inertes relativamente grandes,
através de uma circulacdo em um leito de sdélidos. Sua utilizacédo
para secagem de fitoterapicos ainda é reduzida, porém €& um
processo mais barato que o spray-drying.

spray drying (secagem por aspersao): A secagem por aspersao € a
mais utilizada para produtos fitoterapicos sélidos. Consiste na
atomizacdo de finas goticulas frente a uma corrente de ar quente. E
utilizado na secagem de solucdes, suspensdes, emulsdes, dentre
outras. Visando obter melhores caracteristicas tecnoldgicas, é
comum o uso de adjuvantes de secagem como o diéxido de silicio

coloidal, maltodextrina e amido pré-gelatinizado.

3.5.4. Caracterizacao dos principios ativos

Apéds a obtencao dos extratos, a caracterizacao dos principios ativos pode

ser feita, basicamente, de duas formas: qualitativa e quantitativa. A
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caracterizacao qualitativa (ou screening fitoquimico) € feita a partir de reacdes
quimicas (reacdes de caracterizagdo) que produzem uma mudanca de
coloragao e/ou precipitagdo, sugerindo a presenca de determinados grupos de
metabolitos. A reacdo com cloreto férrico a 2,0%, por exemplo, indica a
presenca de grupos com hidroxilas fendlicas, obtendo uma coloracao violeta.
Contudo este método pode apresentar interferéncia, como a elevada
concentragdo de flavonoides. Métodos modernos de analises sdo utilizados
para fins de caracterizacdo quantitativa. Técnicas como espectroscopia,
cromatografia, e ressondncia magnética nuclear sao utilizadas para a
identificacdo e quantificacdo de compostos (NEGRI; DUARTE-ALMEIDA,
2011).

No estudo de Spondias dulcis, Islam et al. (2013) utilizaram reagdes para
identificacdo de metabdlitos secundarios (antraquinonas, saponinas, alcaloides,
glicosideos cardiacos, esteroides, taninos, flavonoides, terpenoides e agucares
redutor) e da espectroscopia na regido do UV-Vis para a determinacdo de
polifendis e flavonoides totais. Sousa et al., (2013) realizaram os estudos
fitoquimicos dos galhos, talos e raizes de Macroptilium lathyroides L. utilizando
técnicas de cromatografia em coluna, ponto de fusdo, ressonancia magnética
nuclear (RNM) e espectroscopia no infravermelho, além da atividade
antimicrobiana, foi possivel identificar a ocorréncia de metabdlicos que nunca

tinham sido registrados nesse género, como o (R)-lasiodiplodina..

Um aspecto importante relacionado a identificacdo de principios ativos € ao
marcador quimico. Segundo Brasil (2010), o marcador quimico de uma espécie
vegetal consiste em um composto ou grupo de compostos quimicos
majoritarios e que preferencialmente tenham relacdo com a sua atividade
farmacolégica e utilizada como padrdao no controle da qualidade. Dentre as
diferentes técnicas para sua identificacdo e quantificagdo, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando padrdes de elevada pureza
(ZOLLNER; SCHUWARZ, 2013).

De Souza et al., (2002) aplicaram a CLAE na quantificagédo e validagao do
método de compostos fendlicos em extratos de Phyllanthus niruri, destacando
como principal componente o acido galico. A canferitina foi identificada como
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marcador de Bauhinia forticata (MARQUES et al., 2013) e de Uncaria
guianensis (VALENTE et al., 2009), onde em ambos os trabalhos, os autores
utilizaram um sistema de cromatografia liquida em alta eficiéncia acoplado a
uma detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD).

3.5.5. Estudos de pré-formulacao

Visando acumular o maior numero de informagdes sobre o comportamento
fisico e quimico dos farmacos e excipientes, os estudos de pré-formulacao
compreende uma etapa importante no desenvolvimento de novos
medicamentos seguros e eficazes. Esses estudos permitem determinar a forma
farmacéutica mais viavel, os excipientes mais apropriados e seus aspectos
relacionados ao armazenamento e estabilidade (MAXIMIANO et al., 2010).
Diversos aspectos sao avaliados durante o periodo de pré-formulagdo, como
descricao fisica, solubilidade, tamanho de particula, polimorfismo, dissolucao,
estabilidade, dentre outros, os quais podem ser obtidos por diferentes técnicas
(ALLEN JR et al., 2007).

A microscopia permite avaliar os aspectos morfolégicos bem como o
tamanho de particula, distribuicdo granulométrica possiveis interagcées quando
associado a outras técnicas. Dentre as técnicas de microscopia destacam-se a
microscopia Optica, microscopia de chapa quente e a microscopia eletrénica de
varredura (MEV) (CHADHA; BHANDARI, 2014).

Estudos realizados com a cefuroxina em sistemas dispersos contendo
povidona utilizou o MEV, comparando o farmaco, excipiente e a mistura.
Juntamente com as demais técnicas utilizadas, foi possivel visualizar o carater
amorfo da mistura (NICOLAI et al., 2014). Talvani et al., (2013) utilizaram a
microscopia Optica na visualizacdo de compatibilidade entre carvedilol com

diversos excipientes apds um stress térmico da amostra.

Oliveira e Petrovick (2010) apresentam o MEV como uma importante
técnica para avaliacdo dos extratos secos por aspersao. Fernandes et al.,
(2013) utilizaram o MEV na caracterizagdo de extratos secos de Ximenia

americana e Schinopsis brasiliensis e observaram sua morfologia amorfa.
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A difracdo de raios X (DRX) é outra técnica de grande aplicacdo nos
estudos de compatibilidade. De uma forma geral, a técnica consiste na emissao
de raios X sendo que, através da Lei de Bregg, € possivel a determinacao da
estrutura cristalografica de um solido a partir dos raios refletidos expressos em
picos (BARBOSA, et al.,, 2009). Em um sdélido cristalino, as moléculas se
organizam em células unitarias e produzem uma “impressao digital” com seus
picos. Ja, em um soélido amorfo como ndo ocorre esse arranjo, o difratograma
apresenta-se com uma “aureola amorfa” (DONG; BOYD, 2011; NEWMAN;
BYRN, 2003).

Sua aplicabilidade no estudo de pré-formulacao esta voltada para a aviagéao
do estado cristalino/amorfo e de polimorfismo (CHADHA; BHANDARI, 2014).
Lima et al., (2009) utilizaram a difragdo de raios X para analise de taninos
extraidos dos frutos de Bixa orellana, onde foi encontrado um soélido
completamente amorfo, porem com uma possivel fase cristalina. Honorato et
al. (2014) aplicaram a difracdo de raios X na identificagdo de novos polimorfos
de benzonidazol, farmaco para o tratamento da doencga de chagas. No estudo
de compatibilidade com o DRX é realizado utilizando a analise individual do
farmaco e dos excipientes, com mistura binaria farmaco/excipiente, Em caso de
interacdo, sdo visualizados mudangcas nos aspectos cristalino/amorfo e nas
intensidades dos picos como foi observado nos trabalhos de Aigner et al.,
(2012).

3.5.6. Formas farmacéuticas sélidas

As formas farmacéuticas solidas sdo as mais utilizadas pela sua grande
praticidade e menor volume por dose, facilitando o transporte, manuseio e
condigdes de armazenamento. Essas formas correspondem cerca de 40% a
70% das formulagdes existentes no mercado. Do ponto de vista tecnologico
apresentam maior estabilidade que as formas liquidas (SOARES; SOUSA,
2011; ALLEN JR et al., 2007).

Dentre as principais formas farmacéuticas solidas aplicadas a fitoterapicos
destacam-se os pés, granulos, capsulas e comprimidos. Os p6s apresentam
sua aplicacao maios no uso de drogas vegetais, acondicionados em sachet. Os
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granulados sao utilizados como produtos intermediarios de extratos secos. Ja
os comprimidos e as capsulas sdo as formas farmacéuticas mais utilizadas nos
produtos fitoterapicos (BRESOLIN; CECHIENL FILHO, 2010).

Um dos principais pontos criticos no desenvolvimento dessas formas
farmacéuticas consiste na escolha dos excipientes. Embora boa parte desses
excipientes tenha sido considerado inerte, é sabido que alguns podem
influenciar na absorgéo, biodisponibilidade e estabilidade do ativo, provocado
principalmente, por interacbes de ordem quimica e/ou fisica (RUDNIC;
SCHWARTZ, et al., 2004; NARANG et al., 2012).

3.6. Andlise térmica

Os métodos termoanaliticos apresentam uma grande vantagem nos estudos
de pré-formulacao, tendo em vista que 0 mesmo é um método rapido, nao
necessita de tratamento prévio da amostra e utiliza uma pequena quantidade
de amostra. Por outro lado, a sua Unica desvantagem é a degradacdo da
amostra (COSTA, 2005). Sua principal aplicacao € na visualizacado de interagao
farmaco-excipiente e no estudo de estabilidade térmica (LIMA et al., 2013;
OLIVEIRA, et al., 2010).

A analise térmica compreende um conjunto de técnicas, nas quais uma
propriedade fisica de uma substancia é avaliada em funcdo da temperatura
e/ou tempo, na medida em que esta mesma substancia é submetida a um
programa controlado de temperatura (ARAUJO et al., 2003). Na area
farmacéutica é aplicada, visando a caracterizacdo de farmacos, pureza,
compatibilidade, estabilidade, polimorfismo dentre outros. As técnicas mais
utilizadas sao a termogravimetria (TG), analise térmica diferencial (DTA) e a
Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) (OLIVEIRA et al., 2011).

3.6.1. Termogravimetria

A termogravimetria € uma técnica na qual se verifica a variacado da massa
em funcdo do tempo e/ou da temperatura. A primeira termobalanga,
instrumento utilizado para avaliar a massa sob uma temperatura controlada, é
datado de 1915. Foi desenvolvida pelo Prof. Kotaro Honda (SAITO;
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MORIKAWA, 2013). Basicamente, uma termobalanca (Fig. 2) é formada,
basicamente, por um forno com temperatura e atmosfera controlada, sensor de
temperatura (termopar), uma balanca com alta sensibilidade e um sistema
controlador-regitrador (CRAIG; READING, 2007).

Figura 2 — Esquema de funcionamento de uma termobalan¢ca moderna da TA Intruments®
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De uma forma geral, existem trés tipos de analises termogravimétricas
(MATOS et al., 2009):

e TG dindmica: a amostra é submetida a uma razdo de aquecimento
controlada;

e TG quase-isotérma: a amostra é aquecida até a ocorréncia de perda de
massa. Nesse momento ela inicia uma isoterma por um determinado
tempo, e em seguida, retomando ao modo dindmico ate uma nova perda
de massa;

e TG isoterma: a amostra é submetida a uma temperatura constante por

um determinado tempo ou até a sua completa degradacao;

Diversos fatores podem afetar uma andlise termogravimétrica, dentre eles
temos: a quantidade de massa da amsotra e tamanho de particula, razédo de
aquecimento, tipo e razdo do gas de araste, tipo de forno (CRAIG; READING,
2007).
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Uma ferramenta importante na analise termogravimétrica € a derivada de
sua curva (DTG). Ela é obtida a partir da primeira derivada da variagdo da
massa em relacdo ao tempo em funcéo (dm/dt), do tempo ou da temperatura.
Dessa forma, os “degraus” dos termogramas sao substituidos por “picos”,
facilitando a interpretacao dos resultados (MATOS et al., 2009).

Diferentes estudos aplicam a termogravimetria as andlises de farmacos e

medicamentos. A tabela 2 apresenta alguns estudos recentes:

Tabela 2 — Exemplos de estudos termogravimétricos aplicado a farmacos.

. e Técnica A
Farmaco Objetivo empregada Referéncia
Dindmica e
. : " ~ RODRIGUES
Zidovudina Cinética de degradacao Isoterma et al, 2005

(Arrehnius)

Cinética de degradagéo do Dinamica e BAZZO: SILVA,

Captopril farmaco e dos

o isoterma (Ozawa) 2005
comprimidos
_ Caracterlzagap do farmaco Dllnamlca e MEDEIROS et
Prednisona e dos fabricantes e isoterma al 2001
cinética de degradacéao (Arrhenius) "
Dinamica e
Fluconazol Caracterizacao do farmaco isoterma MOURA et al.,
e cinética de degradacao (Arrhenius/ 2010
] Ozawa)
Acido ~ PORTELA et
lipdico Pressao de vapor Isoterma al., 2012
Caracterizacao do farmaco A TITA et al.,
Cetoprofeno e compatibilidade Dinamica 2011

Em relagdo a aplicagdo da termogravimetria a plantas medicinas e
fitoterapicos, a quantidade de trabalhos relacionados e bem menor, porém com
quase as mesmas finalidade dos estudos aplicados a medicamentos, conforme
a tabela 3.
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Tabela 3 — Exemplos de estudos termogravimétricos aplicado a plantas medicinais e

fitoterapicos

. Técnica A
Planta Objetivo empregada Referéncia
Cinética de Dindmica e
Albizia inopinata  degradagao do extrato isoterma ME;DIE;%(SZS et
seco (spray drying) (Arrhenius) "
Presséo de vapor da
Cissampelos warfteina e Isoterma GOMES et al.,
sympodialis metilwarifteina 2012
(marcadores)
Caracterizacao do
Sﬁ%@%ﬁ,m extrato fluido e seco Dinamica SH&YQ leJ(’)\lolgR
(spray drying) v
Caracterizacao e Dindmica e X
Capraria biflora  cinética de degradacgao isoterma ARA(Zgé)zet al,
da biflorina (marcador) (Arrhenius)
Heliotropium Caracterizagao do Dinamica DA COSTA et
indicum extrato liofilizado al., 2013
Schinopsis Caracterizagao do
brasiliensis e extrato secog(spray Dinamica FERNANDES
X/mgn/a drien) et al., 2013
americana
Avaliagdo do processo
Sophora japbnica  de extracao da rutina Dinamica ZHU;%S’[ al,
(marcador)

3.6.2. Analise térmica diferencial (DTA) e calorimetria exploratéria diferencial
(DSC)

Embora sejam duas técnicas distintas, a segunda surgiu visando aprimorar
a primeira. A analise térmica diferencial (DTA — Differencial thermal analysis) é
uma técnica na qual se avalia a diferenca de temperatura da amostra em
relacdo ao material de referencia sob uma programacdo controlada de
temperatura. Ja, a calorimetria exploratéria diferencial (DSC — Differencial
calorimetric scanning) acompanha a variacdo de energia (fluxo de calor) entre a
amostra e o material de referencia (MATOS et al., 2009; CRAIG; READING,
2007).

A DTA (Fig. 3) surge com base nos estudos de Lé Chatelier, e mais tarde
de outros autores, onde se analisava a variacdo de temperatura das

substancias (amostra e referéncia inerte), na medida em que as mesmas eram
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submetidas a uma temperatura controlada e medidos por termopares. Contudo,
a curva do DTA (curva de aquecimento) nao conseguia informar com precisao
o calor envolvido durante a ocorréncia dos eventos térmicos (BERNAL et al.,
2002).

Figura 3 — Esquema de funcionamento da DTA da Perkin EImer do Brasil.

Amaostra Referéncia

Y ©Y
-— AT —>

Fonte unica de calor

Em 1963 a Perkin EImer desenvolve o primeiro equipamento de DSC. Nele,
a quantificacdo da energia envolvida no processo era feita tendo como base a
separacdo da amostra e da referéncia em compartimentos diferentes e com
sistemas de aquecimentos individuais. Dessa forma, o sistema registra a
diferenga de poténcia necessaria para manterem ambos os compartimentos na
mesma temperatura. Esse equipamento recebeu o nome de DSC por
compensacao de poténcia (Fig. 4) e sua patente pertence ao seu fabricante
(BERNAL et al., 2002).

Figura 4 — Esquema de funcionamento de um DSC por compensacao de poténcia da Perkin

Elmer do Brasil.
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Outro método foi entdo desenvolvido para contornar a patente. Baseado
nas teorias de Boersma (1955), este método denominado de DSC por fluxo de

calor se assemelha com a DTA. Em uma unica célula (Fig. 5), a amostra e a
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referéncia sdo colocadas em um disco termoelétrico e aquecidas por uma
mesma fonte. Abaixo do disco encontram-se os termopares que medem a

diferenca de calor envolvido em funcédo da temperatura (DANELUTI, 2011).

Figura 5 - Esquema de funcionamento do DSC por fluxo de calor (A), com detalhe do disco e
dos termopares (B) e da posicao das panelinhas (C) da TA Instruments®.

Na area de farmacos e medicamentos, a principal aplicacdo do DTA e do
DSC consiste nos estudos de compatibilidade farmaco-excipiente e nos estudo
de polimorfismo, conforme alguns exemplos da tabela 04.

Tabela 4 — Exemplos de estudos com DSC e DTA aplicado a farmacos.

Técnica

Farmaco Objetivo empregada Referéncia
DSC (fluxo de
Teofilina Polimorfismo comp(;:g;gé o de Se%ZIE RZ%:EOR
poténcia)

Rifampicina Polimorfismo DSCCSIIS;()O de ALVEOS1 gt al,
Acido acetilsalicilico ~ Estabilidade DSCCgI'g;‘)O de CiTQf,C;o%IE, et
Trissoralen Compatibilidade DTAdeel?;igrgﬂuxo L|M2'°E)1e:t))al.,
Esparfloxacino Caracterizacao DTA deel?;grgfluxo SAaLL(,BQCI)DOO5 et
Itraconazol/benzonidazol Compatibilidade DSCC(afIIg;()o de sfbxlitsé.,

2014
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No que se refere as plantas medicinais e fitoterapicos , tanto a DSC quanto

a DTA é utilizada na caracterizacdo de extratos e de produtos isolados de

plantas (Tabela 5).

Tabela 5 — Exemplo de estudos com DSC e DTA aplicado a plantas medicinais e fitoterapicos.

Técnica

Planta Objetivo empregada Referéncia
Caracterizar extrato
Moringa etandlico proveniente de DTA NASCIMENTO
oleifera diversas partes do et al., 2013
vegetal
. Caracterizar a droga
fgﬂmg vegetal em diferentes DTA C%R F;I(E)If:\set
tamanho de particula ”
Syzygium Caracterizacao do 6leo DSC (fluxode  SANTOS et al.,
aromaticum essencial (eugenol) calor) 2009
Cannabis Pgré-formulagéo como (comgfn(;agéo THUMMA et al.,
sativa A”-Tetrahidrocanabinol de potencia) 2009
: Caracterizacao da DSC- 5
i’séaﬁizl/?ss warifteina (marcador photovisual* ARAC;’S& etal,
ymp quimico) (fluxo de calor)
Heliotropium Caracterizacao do DSC (fluxo de DA COSTA et
indicum extrato liofilizado calor) al., 2013
Schinopsis .
brasiliensis e Caracterizagao do DSC (fluxode ~ FERNANDES
Ximenia extrato seco (spray calor) et al., 2013
: drier) ,
americana

3.6.3. Estudo de compatibilidade

A interacdo entre ingredientes ativos farmacéuticos (API) e excipientes
podem ocasionar sérios problemas relacionados a eficacia e seguranca
eficacia do ativo. Dentre as principais técnicas, a DSC e TG/DTG sao as mais
aplicadas tendo em vista a rapidez das analises (BERNARDI et al., 2009). A
literatura menciona diversos casos de incompatibilidade, como os estudos de
Macedo et al. (2002), que ao estudarem o propanolol, utilizando analise
térmica, mostraram que a lactose e incompativel com o farmaco estudado.
Essa incompatibilidade foi encontrada no estudo com o LPSF/FZ4 (COSTA et
al., 2013); Araujo et al. (2003) através de analises de DSC e TG estudaram

uma possivel interacdo entre a zidovudina com lactose, amido, aerosil,
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estearato de magnésio, hidroxipropilmetlcelulose e PEG 6000, sendo apenas

este ultimo que apresentou interagéo.

As técnicas de DSC e DTA sao as primeiras técnicas a serem utilizadas
para a avaliacdo da compatibilidade farmaco-excipiente, pela sua rapidez,
avaliagdo de possiveis polimorfos, dentre outras. Geralmente, sdo realizadas
misturas binarias na proporcao de 1:1 (m/m). Dessa forma, a curva da mistura
devera se apresenta como um somatério das curvas dos componentes da
mistura (MATOS et al.,, 2009). Supressao, deslocamento ou surgimento de
novos eventos térmicos e alteracdes nos valores de entalpia podem sugerir a
ocorréncia de interacdoes. Porém, é possivel a ocorréncia de pequenas
alteracdes nos valores relacionados ao calor envolvido (AH) por ser tratar de
mistura fisica (ALVES, 2007).

Na analise termogravimétrica, também s&o avaliados os componentes
isoladamente e a mistura binaria. A avaliagdo da compatibilidade € feita com
base nas alteracées nas perdas de massas, seja por antecipagdo ou retardo
dessa variacdo, 0 que sugere uma menor alteragdo na estabilidade
(DANELUTTI, 2009). Porém esta técnica necessita de DSC, para uma melhor
visualizagdo dos seus dados de interacao (WESOLOWSKI et al., 2013).

3.6.4. Estudo cinético por termogravimetria isotérmica

Dentre as diversas aplicagcdes da termogravimetria, o estudo cinético
consiste na avaliacdo da perda de massa em funcdo do tempo, em uma
temperatura constante (RODRIGUES et al., 2005). Dessa forma, sao
produzidas no minimo cinco curvas, com base na temperatura da primeira
perda de massa e sao plotados diferentes graficos, de acordo com o método
escolhido (CRAIG; READING, 2007). Estes estudos utilizam a equacéao de
Arrhenius:

g(a) = Aexp (%) t

Onde A é o fator de frequéncia, E,, é a energia de ativacéo, R a constante
universal dos gases (8,314 J mol" K" e T a temperatura em K. O fator de

frequéncia ou pré-exponencial, A, representa a frequéncia e colisdes efetivas
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entre as moléculas. Ja a energia de ativacao (E,) é a energia necessaria para a
ocorréncia de uma reagao quimica (DANELUTTI, 2009).

O método de Matos et al., (2009) utiliza o gréafico In t (min) em funcéo 1/T
(K), onde os dados sao obtidos a partir das curvas de TG isotérmica, avaliando
uma perda de massa de 5 a 10%. Murakami et al., (2009), Fandarruf et al.,
(2013), Alves-Silva et al. (2014) aplicaram esse método e obtiveram, com a
equacao da reta, a energia de ativacao e o fator de frequéncia, além de uma
predicao do prazo de validade naquelas condi¢cdes.

Outro método citado por Macedo et al. (1997) e Medeiros (2001) consiste
em obter o gréafico In k em funcdo de 1/T (K), sendo o k uma constante para
cada temperatura. Com base nesses dados, é possivel a obtencao da energia
de ativacao, ordem de reacao e o prazo de validade (BARRETO GOMES et al.,
2003).

3.7. Ferramentas quimiometricas

A quimiometria € definida como uma disciplina da quimica que utiliza
métodos matematicos, estatisticos e computacionais para o planejamento ou a
selecdo de maneira otimizada, visando extrair o maior numero de informagdes
possiveis a partir dos dados disponiveis. Dentre as diversas areas da
quimiometria destaca-se o planejamento de experimentos, o reconhecimento
de padrdes e a calibragdo multivariada (SOUZA; POPPI, 2012).

Com reconhecimento de padrdes € possivel, a partir de grande conjunto de
dados sobre um determinado grupo de amostras, obter agrupamentos entre
essas amostras, de forma a detectar similaridade ou tendéncias. Elas podem
ser divididas em técnicas supervisionadas e nao supervisionadas. Nas técnicas
supervisionadas utilizam o conhecimento prévio do conjunto de amostra para a
classificacdo. Ja as técnicas ndo supervisionadas sdo verificadas a ocorréncia
de agrupamentos, sem o conhecimento prévio de caracteristicas da amostra
(FERNANDES, 2013). Dentre as técnicas sao supervisionadas, Veras et al.,
(2012) mencionam a HCA (Analise hierarquica de agrupamentos - Hierarchical
Clusters Analysis) e a PCA (Analise dos componentes principais - Principal
Components Analysis).
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A HCA esta baseada na similaridade das amostras por meio das distancias
entre elas e estas expresso principalmente na forma de dendogramas. A PCA
baseia-se na manipulagdo dos dados matematicos, dos dados de origem,
visando obter novas variaveis, que nada mais sdo que combinacdes lineares
das variaveis originais (VERAS et al., 2012; CORREIA; FERREIRA, 2007).

Diferentes técnicas analiticas sdo aplicadas as técnicas de HCA e PCA.
Rojek et al., (2013) aplicaram a espectroscopia no infravermelho para a
visualizagdo da compatibilidade do bacofleno com excipientes farmacéuticos,
onde foi visualizado uma possivel interacdo com lactose, beta-ciclodextrina e
meglumina. Wesolowski et al., (2013) usaram a técnicas quimiometricas em
dados de termogravimetria, visando avaliar a compatibilidade do atenolol com

varios excipientes.
3.8. Validagcédo de métodos analiticos

Compreendendo uma das partes mais importante no desenvolvimento de
novos métodos, o processo de validacdo analitica € uma parte importante da
garantia da qualidade e objetiva demonstrar que o método esta apropriado para
determinada finalidade, assegurando a confiabilidade dos dados (CASEDEY,
2009; BRASIL, 2003). Visando o desenvolvimento de medicamentos
fitoterapicos, na validacdo dos métodos analiticos, os 6rgaos regulatérios
exigem que os mesmos sejam validados, principalmente nos aspectos

relacionados ao marcador quimico (MARCUCCI, 2011).

Segundo Brasil (2003), a validacdo de métodos analiticos pode ser de

quatro tipos:

e (Categoria | — Testes quantitativos para a determinacdo de substancia
ativa;

e (Categoria Il — Testes quantitativos e ensaio limite para a determinacgéo
de impureza e produtos de degradacao;

e (Categoria lll — Testes de performance;

e (Categoria IV — Testes de identificacao;

A ICH (International Conference of the Harmonization of the Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use) estabelece
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0s requisitos minimos para avaliagdo de métodos analiticos (ICH, 2005). Essas
figuras de mérito podem ser prontamente utilizadas na validagdo de
metodologias aplicada aos fitoterapicos (MARCUCCI, 2011)

e Especificidade e seletividade: a especificidade é a capacidade do
método distinguir o composto de interesse dos demais presentes na
amostra. Ja a seletividade é a capacidade do método de identificar o
analito em questdo na presenca de possiveis interferentes;

e Linearidade: é a capacidade do método de demonstrar que o0s
resultados obtidos sado diretamente proporcionais a concentracdo do
analito. Esse parametro é verificado com base na constru¢do da curva
de calibracao;

e Precisdo: visa obter o grau de dispersdo de amostra homogenia quando
esta e analisada repetidas vezes, expressando a a concordancia de
valores de multiplas medicdes. A precisdo € avaliada em
reprodutibilidade, reprodutibilidade e precisao intermediaria;

e Exatiddo: é a proximidade entre o valor aceito como verdadeiro e valor
determinado pelo método. Geralmente analisa-se o0 analito em questao
em trés concentracdes diferentes (baixa, média e alta) pelo teste de
recuperacao;

e Limite de deteccdo: € a menor concentracao do analito presente na
amostra que pode ser detectada com precisao e exatidao consideraveis;

e Limite de quantificacdo: € a menor concentragdo do analito presente na
amostra que pode ser quantificada com precisdo e exatidao

consideraveis;

Diferentes trabalhos na literatura descrevem a validacdo de métodos
analiticos aplicados a fitoterapicos. Marques et al., (2013) validaram um
método espectrofométrico UV-Vis e cromatografico, para a quantificacao do
marcador de Bauhinia forticata. Lopes et al., (2009) aplicaram a cromatografia
liquida na validacdo do método, para determinacdo de taninos em trés
espécies diferentes Stryphnodendron,
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RESUMO

Os estudos de compatibilidade compreendem uma importante etapa da pré-
formulagéo, pois permite a identificagdo dos excipientes mais compativeis com
o extrato nebulizado de plantas medicinais a partir de diferentes técnicas
analiticas. Assim, o objetivo desse trabalho foi o estudo de compatibilidade do
extrato nebulizado de S. brasiliensis Engler com excipientes farmacéuticos
utilizando técnicas analiticas associadas a ferramentas quimiometricas. O
extrato foi nebulizado por aspersdo foi produzido a partir do extrato
hidroalcoolico das cascas de S. brasilienses Engler. (BRCA). As misturas
binarias foram produzidas em diversas proporgcdes com 0s excipientes
farmacéuticos amido, celulose microcristalina 101 e 102, lactose, estearato de
magnésio, PVP K-30 e talco. As amostras foram analisadas a microscopia
Optica, calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e difracdo de raios X (DRX).
Com os dados obtidos das curvas de DSC foram montadas matrizes para
analise hierarquica de agrupamentos (HCA) e analise dos componentes
principais (PCA). Na microscopia foi visualizada a formagdo amorfa e/ou
cristalina dos componentes. Nas curvas de DSC, bem como nas analises de
PCA e HCA foram identificadas possiveis interacbes com o amido, lactose e



64

estearato de magnésio, as quais foram confirmadas por DRX, sendo que o
amido apresentou maior interacdo. A analise dos resultados indicam que
técnica de DSC associado a ferramentas quimiometricas colaborou para uma
melhor interpretacdo dos estudos de compatibilidade e que a celulose
microcristalina, o PVP K-30 e o talco foram os excipientes mais compativeis

com o extrato nebulizado.

PALAVRAS CHAVES: Pré-formulacdo, Calorimetria Exploratéria Diferencial,

Analise Hierarquica de Agrupamentos, Analise dos Componentes Principais.

1. INTRODUCAO

A Schinopsis brasiliensis Engler. € uma planta pertencente a familia
Anacardiaceae, encontrada na regido do semiarido brasileiro, conhecida como
braina ou barauna. Estudos mostram a atividade antimicrobiana de seus
extratos frente a cepas de Staphylococcus aureus, Eschirichia coli e
Pseudomonas aeruginosa (CHAVES et al., 2011; SARAIVA, et al., 2011; SILVA
et al.,, 2012). Andlises fitoquimicas das cascas de S. brasiliensis permitiram
isolar um novo alquilfenol e indicaram a presenca de compostos fenélicos como
acido galico e galato de metila (CARDOSO et al., 2005; SARAIVA et al., 2013),
Fernandes et al. (2013) caracterizaram o extrato de S. brasiliensis utilizando
analise térmica, espectroscopia no infravermelho, difracdo de raios X e
microscopia eletrbnica de varredura (MEV), e os resultados da pesquisa
sugeriram que o extrato € estavel, rico em metabolitos secundarios e amorfo,

sugestivo para o desenvolvimento de um produto fitoterapico.

Fitoterapicos sdo medicamentos obtidos exclusivamente de matéria
prima de origem vegetal, reconhecidos, seja por seus estudos clinicos, seja por
conhecimentos etnofarmacolégicos e técnico-cientificos. Esses produtos nao
incluem substancias ativas isolados de origem vegetal nem associacdo de
moléculas sintéticas a extratos vegetais (BRASIL, 2006). Eles movimentaram
mundialmente em 2011, US$ 26 bilhdes, sendo a Europa correspondente a
50% desse mercado (ALVES, 2013).
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A maioria dos produtos fitoterapicos utilizam os extratos secos obtidos por
secagem em aspersao (spray-drying) como matéria prima principal devido a
sua maior estabilidade quimica e microbioldgica, melhor padronizagdo, maior
concentracdo de ativos além da aplicabilidade em diversas formas
farmacéuticas (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). Esses produtos devem atender
as exigéncias do mercado além de apresentar eficacia, seguranga e qualidade.
Neste sentido, estudos de pré-formulacdo, em especial os ensaios de
compatibilidade, sdo o ponto de partida para o desenvolvimento de
medicamentos estaveis e com eficacia terapéutica (GUPTA; SAINI, et al.,
2002). As incompatibilidades podem alterar o principio ativo e os excipientes
em diversos aspectos como alteracbes nas caracteristicas organolépticas,
polimorfismo, aspecto de cristalinidade/amorfo, liberacao do ativo, degradacao,
dentre outros (NARANG et al., 2012)

Diferentes técnicas sao utilizadas para avaliar as possiveis interagdes
farmaco-excipiente e podem ser aplicadas no estudo de compatibilidade de
extratos secos de plantas medicinais com excipientes farmacéuticos. Andlise
térmica, microscopia Optica e difracdo de raios X (DRX) sdo exemplos de
técnicas bastante utilizadas no estudo de compatibilidade de farmacos
(MEDEIROS et al., 2001; MURA et al., 2005; TITA et al., 2011; ALVES-SILVA,
et al, 2014) e que podem ser aplicada nos estudo de plantas medicinais e
fitoterapicos.

A microscopia O6ptica, embora seja uma técnica simples, permite a
visualizacdo dos aspectos morfolégicos dos ingredientes ativos. Detoisien et al.
(2012) utilizaram, dentre outras técnicas, a microscopia éptica na visualizacao
de cristais polimorfos. Alves-Silva et al., (2014), utilizaram da microscopia
Optica acoplada a uma chapa quente (160 °C) para a visualizacdo da

compatibilidade de itraconazol/benzinidazol com diferentes excipientes.

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e a termogravimetria (TG) sao
as técnicas termoanaliticas mais utilizadas para analise de extratos e ativos de
plantas medicinais. Medeiros et al., (2002) avaliaram a presenca de didéxido de
silicio coloidal e ciclodextrina na secagem de Albizia inopinata, utilizando TG e
DSC fotovisual. O extrato com ciclodextrina foi o mais estavel em ambas as
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técnicas. Costa et al., (2013), utilizando DSC e TG, avaliaram a compatibilidade
do extrato liofilizado de Heliotropium indicum com hidroxietilcelulose,
metilparabeno e propilenoglicol, sendo que esses dois ultimos interagiram com

o extrato.

Entretanto os extratos de plantas medicinais na maioria das vezes
apresentam uma composicao complexa o que dificulta a visualizacao dessas
possiveis interacdes, principalmente nos estudos por andlise térmica (COSTA
et al.,, 2013). Dessa forma, a aplicacdo de ferramentas que possibilitem uma
melhor interpretacdo dos resultados, como a quimiometria, pode permitir uma
interpretacédo suplementar das informacdes dos estudos de compatibilidade, os
quais nao podem ser confirmados com uma simples andlise dos resultados
isolados (WESOLOWSKI; ROJEK, 2013). Diferentes ferramentas como a
Andlise dos componentes principais (PCA — Principal Components Analysis) e
Analise hierdrquica de agrupamentos (HCA - Hierarchical Clusters Analysis)
sdo técnicas quimiométricas simples e foram utilizadas em varios estudos
associado a técnicas analiticas. Wesolowski et al., 2003 aplicaram a PCA em
dados de termogravimetria e de analise quimica elementar obtidos de folhas e
flores e classificaram 44 espécies vegetais distintas. Melo et al. (2013)
aplicaram a PCA em espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) na
classificacdo de amostras de comprimidos contendo dipirona, cafeina e citrato
de orfenadrina.

A difragcdo de raios X € uma técnica complementar no estudo de
compatibilidade farmaco-excipiente. Sua aplicabilidade consiste no fato de que
sélidos cristalinos apresenta um conjunto definido de picos enquanto os sélidos
amorfos um conjunto de picos desordenado. Dessa forma, uma interacéo é
visualizada como uma modificacdo ou supressdao de picos ou alteragdes na
condigdo amorfo/cristalino (CHADHA; BHANDARI, 2014). Visando obter o
melhor extrato seco por aspersdo de Rhuminus pursiana. Gallo et al. (2011),
aplicaram, dentre outras técnicas, a difracdo de raios X para caracterizar o

produto que revelou ser extrato completamente amorfo.

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi estudar a compatibilidade
entre o0 extrato nebulizado de S. brasiliensis (BRCA) com excipientes
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farmacéuticos usados em formas sélidas, utilizando técnicas analiticas com

ferramentas quimiometricas de reconhecimento de padrées.

2. EXPERIMENTAL

2.1. Material vegetal e extrato seco

As cascas de S. brasiliensis Engler. foram coletadas na regido de Campina
Grande-PB (7° 13 50” S, 35°52’52” W) e a identificacéo foi feita no Herbario
“Jaime Coelho de Morais” na Universidade Federal da Paraiba - Campus de
Areia sob o numero EAN-14049. Em seguida o material foi seco em estufa de
circulacdo forcada de ar a 40 °C, até obter peso constante e pulverizado em
moinho de facas com saida de 10 mesh.

O extrato hidroalcodlico foi obtido por maceragéo a frio da droga vegetal,
utilizando como solvente agua:etanol (30:70, v/v), por 3 dias. Em seguida o
extrato foi submetido a secagem por aspersdao em spray dryer da marca
LabPlant® com temperatura de entrada & 140 °C e fluxo de 3 mL/minuto. O
adjuvante de secagem foi o diéxido de silicio coloidal (Aerosil 200%) em 20%

em relagcao ao residuo seco.
2.2. Misturas binérias

As misturas binarias foram preparadas a partir de misturas fisicas do extrato
nebulizado (BRCA) com excipientes farmacéuticos: amido (CS), celulose
microcristalina 101 (MC 101) e 102 (MC 102), lactose (LA), talco (TALC),
estearato de magnésio (MS) e polivilpirrolidona K-30 (PVP K-30). Os estudos
foram realizados usando misturas nas proporc¢oes 1:1, 1:2, 1:4, 1:6, 1:8 e 1:10
para amido, celulose microcristalina e lactose e 1:1, 1:2 e 2:1 para talco,
estearato de magnésio e PVP K-30, tendo como base seu percentual de uso
em formulacdes sélidas (ROWE et al., 2009).

2.3. Microscopia Optica

A microscopia 6ptica foi realizada sem tratamento prévio das misturas, na
proporcédo 1:1, utilizando um video microscépio Hirox® modelo KH-7700 em
aumento de 1400x.
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2.4. Andlise térmica

As curvas calorimétricas foram feitas utilizando a técnica de calorimetria
exploratéria diferencial (DSC) usando um célula de DSC modelo Q20 da TA
Instruments®, em atmosfera de N, (50 mL/min), com amostras de 2 + 0,5 mg
em porta amostras de aluminio e razao de aquecimento de 10 °C/min. O
equipamento foi calibrado utilizando como padrao amostra de indio e os dados
foram analisados, utilizando o software TA Universal Analysis 2000°.

2.5. Analise quimiométrica

Os dados de DSC do extrato, dos excipientes e das misturas binarias foram
submetidos a duas técnicas quimiometricas nao supervisionadas de
reconhecimento de padrdo: analise hierarquica de agrupamentos (HCA),
utilizando o software Statistica 6.0 e analise por componentes principais (PCA),
utilizando o software The Uscrambler 9.8.

A andlise hierarquica de agrupamentos (HCA) e a analise por componentes
principais (PCA). Para uma melhor visualizagdo das relagdes entre extrato com
0s excipientes os dados foram pré-processados por Transformacdo Padrao
Normal de Variacdo (SNV), que é uma transformacédo que remove efeitos de
espalhamento, centrando e escalonando cada curva individual.

A andlise hierarquica de dados (HCA) esta baseada na similaridade entre
as amostras com base nas distancias expressas em dendogramas (VERAS et
al., 2012). Para construcdo do dendograma, inicialmente calculou-se todas as
distancias entre pares de amostras, neste caso cada um dos excipientes,
BRCA e as misturas extrato-excipiente. Existem diversos calculos para a
distancia, mas o mais comum e utilizado neste artigo € a distancia euclidiana

em um espago multidimensional, matematicamente expresso por:

d= 0 =202+ (31— ¥2)% + o + (21 — 23)?

em que X, Yy, z sdo os valores em cada dimensédo para a amostra 1 e 2.
Assim, calculou-se a raiz quadrada dos somatérios dos desvios quadrados em
todas as dimensoes.
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Calculadas as distancias entre pares de amostras, foi possivel construir os
agrupamentos utilizando diversos procedimentos, dentre eles a ligacéao
completa (complete linkage). Neste procedimento usa-se a distancia dos
vizinhos mais distantes, distancia maxima, entre dois grupamentos para fazer a

ligagédo entre eles.

Em termos de PCA, os dados sao projetados nas direcbes (ou eixos)
perpendiculares do espaco multidimensional, os quais contém a maior
quantidade de informacdo possivel (varidncia maxima), consistindo no
tratamento dos dados visando obter novas variaveis, que nada mais sao que
combinacdes das variaveis originais apresentando ortogonalidade entre si
(VERAS et al., 2012). Esta manipulacdo matematica de dados de uma matriz
possui como objetivo representar a variagdo presente em muitas variaveis,
usando um pequeno numero de fatores ou componentes principais (PC’s).
Baseado na variancia residual, foram selecionadas duas PC's para construcao
do modelo PCA para cada um dos excipientes com BRCA.

2.6. Difragédo de raios X

As analises de difracdo de raios X foram feitas nas misturas 1:1 que
apresentaram interagdo, utilizando um difratbmetro modelo XRD-600 da
Shimadzu®. O angulo de varredura (26) foi de 2° a 70°, com uma razdo de
2°%min e sistema de Cu (Ka1). O equipamento foi operado em voltagem de
40,00 kV e corrente de 30 mA. Os dados foram analisados utilizando o software
Origin® versao 8.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 encontram-se as imagens digitais do extrato nebulizado de
BRCA e de suas misturas com os excipientes (1:1). Na Figura 1A séao
visualizadas as particulas com coloracdo castanho-escuro e nao uniformes do
extrato seco de BRCA. Na figura 2B tem-se a mistura binaria com amido,
sendo possivel a identificagdo dos graos de amido. Nas figuras 1C e 1D
observou-se as misturas com celulose microcristalina 101 e 102
respectivamente, onde sdo visualizados os cristais de celulose. A figura 1E e

1F mostra a mistura da BRCA com a lactose e com o estearato de magnésio,



70

nas quais é perceptivel a presenca de regides cristalinas, tipicas desses
excipientes. Com o PVP K-30 (Fig. 1G) foi perceptivel, na mistura, algumas
particulas esféricas, possivelmente do processo de producédo da povidona. Ja
com o talco (Fig. 01H) é possivel visualizar seu aspecto cristalino (ROWE et al.,
2009).

Figura 1 — Microscopia optica do extrato nebulizado BRCA (A) e de suas misturas binarias (B)

amido, (C) celulose microcristalina 101, (D) celulose microcristalina 102, (E) lactose, (F)
estearato de magnésio, (G) PVP K-30 e (H) talco.
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Figura 2 — Curvas de DSC do extrato nebulizado de BRCA (A) e de suas misturas binarias: (B)

amido,

Heat Flaw (Wigh

Heat Flow (Wigh

Heat Flow (Wig)

Heal Flow (Wig)

(C) celulose microcristalina 101, (D) celulose microcristalina 102, (E) lactose, (F)
estearato de magnésio, (G) PVP K-30 e (H) talco.
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Na Figura 2 encontra-se a curva de DSC do extrato nebulizado e das
misturas binarias e na Tabela 1, os valores dos eventos térmicos observados

nas curvas de DSC.

A curva do extrato de BRCA (Fig. 2A) apresentou trés picos endotérmicos,
sendo o mais significante em 69,06 °C (AH = 89,96 J/g), possivelmente
relacionado a perda de agua, solvente (etanol) ou compostos volateis. A curva
termina com o inicio do processo de degradacdo da amostra que,
possivelmente, se completa acima de 400 °C. Este comportamento foi
completamente diferente ao encontrado por Fernandes et al.,(2013) nas curvas
de S. brasiliensis, porém sem a presenca de adjuvantes de secagem, 0 que
pode sugerir que com a adicao do adjuvante de secagem, ha uma maior
estabilidade do extrato seco.

Na mistura com o amido (Fig. 2B) ocorreu uma possivel interacdo entre o
extrato e o excipiente. Com o aumento da proporcdo de amido na mistura
ocorreu uma alteracdo nos picos de calor desta mistura. Nas misturas 1:1 e 1:2
ocorreu uma supressdao dos picos relacionados ao amido, sendo apenas
visiveis as caracteristicas do extrato. Também foi observado um processo entre
73 e 76 °C que provavelmente esta relacionado a gelatinizacdo do amido de
milho (ROWE et al., 2009) e a degradacdo acima de 300°C. Nas misturas
seguintes, surgem os picos referentes ao amido, porém com intensidades

completamente diferentes do amido puro.

Com as celuloses microcristalinas (101 e 102) nao foi visualizada alteragéao
nas curvas de DSC (Fig. 2C e 2D) comparando o extrato, o excipientes e as
misturas, apenas pequenas variagdes no fluxo de calor do pico de
desidratacédo. Basicamente, o que difere as celuloses entre si sdo os aspectos
relacionados a suas caracteristicas fisicas como o tamanhos de particulas
(ROWE et al., 2009).
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Tabela 1 — Dados dos principais eventos térmicos nas curvas de DSC do extrato nebulizado

(BRCA) e de suas misturas binarias.

. Pico 1 Pico 2
Amostra M|st’ura Temperatura do T inicial/ final Temperatura do T inicial/ final
binaria AH (J/g) AH (J/g)
pico. (°C) (°C) pico. (°C) (°C)
BRCA - 69.06 89.96 37.32-121.25 - - -
CS - 150.79 7.84 150.15 - 167.60 83.28 274.67 261.49 - 310.51
11 76.06 181.20 36.69 - 141.06 - - -
1:2 73.61 84.36 37.56 - 133.48 - - -
1:4 143.43 8.42 142.61 - 148.64 205.28 66.52 204.01 - 215.36
16 144.05 92.57 143.79 - 153.07 - - -
1:8 191.50 117.40 190.44 - 203.61 - - -
1:10 203.62 80.97 202.36 - 214.60 - - -
MC 101 - 72.79 136.80 136.80 - 129.69 334.32 431.20 315.39 - 356.76
11 68,19 119,5 32,95-127,79 359,53 53,33 338,94 - 394,29
1:2 66,55 131,9 32,87 - 128,31 358,37 79,39 330,71 - 380,64
1:4 65,38 79,23 32,85-119,83 354,51 202,7 326,92 - 386,71
16 64,27 72,15 31,89-121,73 352,24 2371 324,08 - 396,56
1:8 69,99 1271 34,80 - 134,24 356,72 2445 330,22 - 377,23
1:10 68,67 100,6 34,19 - 131,49 348,51 313,1 321,8 - 376,09
MC 102 - 68.77 120.30 36.69 - 139.55 214.20 361.93 336.83 - 397.57
11 65.75 85.32 34.09 - 121.73 360.13 38.30 338.27 - 381.78
1:2 63.63 67.37 32.91-121.35 360.45 57.31 336.35 - 387.09
1:4 67.33 91.80 35.23 - 122.11 358.81 103.50 333.51-374.96
1:6 69.72 94.96 36.08 - 125.55 358.70 123.90 331.75-375.71
1:8 69.17 125.30 36.08 - 125.28 357.77 130.90 331.65 - 373.82
1:10 69.65 109.80 35.93 - 130.83 359.76 135.90 332.96 - 376.47
LAC - 147.84 154.80 144.69 - 155.47 217.47 177.90 211.71 - 224.08
11 145.95 65.82 142.30 - 152.06 - - -
1:2 145.84 104.20 101.25 - 152.06 211.31 107.0 198.73 - 218.30
1:4 146.03 157.70 109.60 - 152.06 212.62 185.2 200.25 - 219.91
1:6 150.13 139.50 139.92 - 156.98 224.79 115.10 224.47 - 323.42
1:8 150.43 138.00 144.31 - 157.74 227.51 167.80 226.23 - 254.41
1:10 149.21 105.20 145.65 - 156.98 229.15 74.62 228.90 - 235.45
MS - 86.02 30.73 73.33-95.57 342.35 152.40 300.06 - 363.58
11 87.08 21.22 70.06 - 100.50 256.72 3.89 233.79 - 287.39
1:2 86.30 30.86 77.87 - 97.85 345.06 44.16 310.17 - 382.92
21 87.02 21.93 81.16 - 118.70 200.13 9.66 144.77 - 236.97
TALC - - - - - - -
11 62.06 40.21 33.19-114.15 261.58 3.19 241.34 - 285.11
1:2 63.62 46.33 33.71 - 119.09 261.40 3.15 242.82 - 293.45
21 65.30 75.35 34.28 - 121.35 267.13 13.70 242.34 - 327.95
PVP - 79.37 314.70 40.76 - 130.07 - - -
11 79.52 302.37 37.33-131.58 - - -
1:2 81.58 370.90 41.06 - 139.72 - - -
21 73.68 216.80 35.98 - 126.66 - - -

Na curva de DSC, a lactose (Fig. 2E) apresentou dois eventos: o primeiro

relacionado a desidratacdo (147,64 °C), o segundo um evento endotérmico,

possivelmente de fusdo da lactose (217,47 °C, AH = 117,90 J/g), seguido da

decomposicdo. Na mistura 1:1, ocorreu a supressdao do pico de fusdo da

lactose e a amostra se degradou sem que ocorresse a fusao. Nas misturas 1:2
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e 1:4 surgiu um pequeno evento endotérmico, que culminou com a degradacao
da amostra. Nas misturas 1:6, 1:8 e 1:10 surgiu um pico endotérmico, porém
com temperaturas diferentes do pico original da lactose (224.79, 227.51 e
229.15 °C, respectivamente). Macedo et al. (2002) e Medeiros et al. (2001), ao
estudarem a compatibilidade entre propanolol e prednisona, respectivamente,

com lactose, observaram uma possivel interacao deste com os farmacos.

A curva tipica de estearato de magnésio (Fig. 2F) apresentou perda de
agua em torno de 100 °C, um pico endotérmico possivelmente de fusao e uma
degradacao a partir de 350 °C. Nas trés misturas ocorre uma supressao do
pico de fusdo e uma antecipacdo da degradacdo da amostra. A interacao do
estearato de magnésio foi descrita por Bazzo et al. (2005) nos estudos feitos
com captopril e por Tita et al., (2013) nos estudos com o acido acetilsalicilico.
Nas misturas com o PVP K-30 (Fig. 2G) e com talco (fig. 2H) nao foram
visualizadas alteracdes significativas nas curvas quando comparadas com 0s
dos excipientes isoladamente.

Em uma caracterizacao térmica da interacao farmaco-excipiente, a curva da
mistura sera um resultante das curvas individuais dos componentes envolvidos.
A supressao, surgimento ou deslocamento eventos térmicos em relagdo ao
farmaco ou excipiente seria considerado possivel uma interagdo (CHADHA;
BHANDARI, 2014). Dessa forma, o uso de técnicas quimiométricas que
permitam reduzir as informacdes em graficos e tabelas de avaliacdo das
interacdes de forma mais rapida e facil faz-se necesséario devido a grande
quantidade de dados e a necessidade da comparacao de graficos de misturas
em proporcoes distintas.

Com os dados provenientes das curvas de DSC, foram montadas matrizes
visando a utilizagdo de duas ferramentas quimiométricas de reconhecimento de
padrbées, HCA e PCA.

A HCA para o extrato de BRCA, excipientes e misturas estdo na figura 3.
No grafico da mistura com o amido (Fig. 3A) foi observado & formacgéao de dois
grandes agrupamentos, sendo o primeiro do extrato com as misturas 1:1 e 1:2,
em 45 % de distancia de ligacao percentual, e outro com o amido e as demais
misturas, em 86 %. Apesar disto, foi possivel observar que o extrato pouco
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contribui nas analises de DSC em proporcdes elevadas de amido. Vale
ressaltar a maior similaridade entre as propor¢cdes 1:1 e 1:2 em relacdo a
BRCA em detrimento as demais misturas, que se assemelham muito mais ao
excipiente. Assim sendo, € possivel inferir interagdo extrato-excipiente pela
disposicdo das misturas mais préximas do excipiente nos dendogramas,
nomeadamente 1:4, 1:6, 1:8 e 1:10.

Na mistura com as celuloses houve uma diferenca entre a 101 (Fig. 03B) e
102 (Fig. 03C). Enquanto que na celulose 101 ocorre a formagdo de dois
grandes agrupamentos, na celulose 102 as misturas se assemelharam muito
fortemente ao excipiente, isolando a BRCA. Na celulose microcristalina 101, o
primeiro grupo, formado a 64 % de distancia de ligagdo percentual, continha as
misturas 1:1 e 1:2 e a BRCA, semelhante ao amido. O outro agrupamento é
formado pelas demais misturas e pelo excipiente puro, também semelhante ao
efeito provocado pelo amido, na proporcéao de 92 % de distancia de ligacao. A
mesma consideragdo feita no amido sobre ocorréncia de interacdo extrato-

excipiente procede para a celulose 101.

Na celulose microcristalina 102 (Fig 3C), as misturas com o excipiente puro
se ligam na distancia de 36 % para 1:4, 1:6, 1:8 e 1:10 formando uma
agrupamento, que se liga ao agrupamento das misturas 1:1 e 1:2 na proporcéao
de ligacao de 50 %. Assim, semelhante aos dendogramas anteriores, nao

ocorreu uma organizagao de disposicao das propor¢des extrato-exicipiente.

Na lactose (Fig. 3D), as misturas ficaram distribuidas em termos do
excipiente. A distancia de ligacao percentual entre as misturas 1:1, 1:2 e 1:4
para o excipiente isoladamente se deu a 63 %, enquanto que para se ligar a a
1:6, 1:8 e 1:10 foi de 74 %.

Analisando as figuras referentes ao PVP K-30 (Fig. 3E) e estearato de
magnésio (Fig. 3F) visualiza-se a diferenca de organizagdo dos dendogramas,
quando ocorrem misturas proporcionais (1:1, 1:2 e 2:1). No caso do PVP, as
misturas 1:1 e 1:2 estdo mais proximas da BRCA, em 29 % de proporcéo de
distancia de ligacado, e a 2:1, esta a 52 % do agrupamento que contém o
excipiente. Ja no estearato de magnésio, surgem dois grandes agrupamentos,

mais uma vez isolando o excipiente. Organizagdo semelhante do dendograma
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foi encontrada por Wesolowski e Rojek (2013) ao analisar por HCA, a interacao
ocorrida entre o atenolol e a beta-ciclodextrina. A distancia de ligagdo entre
BRCA e mistura 2:1, para o agrupamento 1:1 e 1:2 foi de 62 %.

Com o talco (Fig. 3G) ha formacao de dois agrupamentos, sendo um de
BRCA e o outro das misturas e do excipiente. Inicialmente, as mistura 1:1 e 1:2
sao as amostras mais proximas, em termos de distancias, depois se liga o
excipiente e, por fim, a mistura 2:1. Isto sugere que BRCA se aproxima mais da
mistura 2:1 do que das demais, o que parece influéncia da interagdo extrato-

excipiente.

Na analise de PCA com o amido (Fig. 4A), observou-se a formacao de um
agrupamento da BRCA e as misturas 1:1 e 1:2, outro com 1:4 e 1:10, um entre
o amido e a 1:8 e a mistura 1:6 isolada, sugerindo uma interacdo pela
organizacdo espacial dos grupamentos (WESOLOWSKI et al., 2012). E
possivel perceber no grafico de Leverage (Figura 5A) a auséncia de amostras
andmalas, sendo que as curvas DSC de BRCA, amido e mistura 1:8 sdo as
que mais contribuem na disposicdo espacial das amostras. E as misturas 1:6 e
1:10 sdo as que possuem maior residuo. Esta distribuicdo das misturas no
espaco bidimensional de PC1xPC2, com 47 e 19 % de variancia explicada
respectivamente, aponta para uma interagdo extrato-excipiente em misturas

com maior proporcao de excipiente, corroborando com a analise HCA.

Com as celuloses 101 (Fig. 4B) e 102 (Fig. 4C) ocorrem um agrupamento
entre as misturas, ficando o extrato e do excipiente. A variancia explicada
PC1xPC2, para cada um dos excipientes é: 54 e 35 % para celulose 101 e 80 e
12 % para celulose 102. Além disso, visualizando as distancias em ambos os
casos percebeu-se uma proximidade entre o extrato e a mistura 1:1 e entre o
excipiente e a mistura 1:10. Wesolowski e Rajok (2013) encontraram
organizacao da PCA semelhante na mistura com o atenolol e a quitosana, onde
foi observado que ndo houve interacao, divergindo da informacao apresentada
nos dendogramas correspondentes para cada um dos excipientes.
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Figura 3 — Analise hierarquica de dados (HCA) das misturas binarias; (A) amido, (B) celulose
microcristalina 101, (C) celulose microcristalina 102, (D) lactose, (E) estearato de magnésio, (F)
PVP K-30 e (G) talco.
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Esta divergéncia se da, pois a técnica HCA permite-nos visualizar o grau de
similaridade entre amostras apenas pelo calculo de distancias, utilizando todo o
espaco multidimensional, enquanto a técnica PCA permite uma construcao de
novos eixos com respeito as informacdes mais relevantes para cada uma das
variaveis neste espaco mutidimensional. Fato semelhante ocorreu com
celulose 102, com uma maior distancia do extrato em relacao as misturas e

proximidade com o excipiente.

Figura 4 — Anadlise dos componentes principais (PCA) das misturas binarias; amido (A),
celulose microcristalina 101 (B), celulose microcristalina 102 (C), lactose (D), estearato de
magnésio (E), PVP K-30 (F) e talco (G).
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Em termos do grafico de leverage para celulose 101 (Figura 5B), percebeu-
se que as duas misturas que possuem maior residuo depois de construido o
modelo sdo 1:1 e 1:2 e que as demais misturas, excipiente e extrato possuem
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influéncia alta sobre o modelo, excluindo a mistura 1:6, que possui baixa
influéncia, mas também baixo residuo. Para celulose 102 (Figura 5C), o gréfico
de leverage apresenta alta influéncia das misturas 1:1, 1:2 e 1:8 além do
excipiente e do extrato, e baixa influéncia e residuo elevado para as demais
misturas. Isto sugere, conforme apresentado em HCA, uma interacao extrato-
excipiente em proporgdes baixas de extrato em relagdo ao excipiente.

O gréfico de scores para lactose PC1xPC2 (Fig. 4D), com 38 e 30 % de
variancia explicada respectivamente, resultaram num agrupamento do
excipiente com as misturas 1:1, 1:2 e 1:4, outro com as misturas 1:6, 1:8 e 1:10
e o isolamento da BRCA, sugerindo que as misturam ndo apresentaram
semelhancas com o extrato. Na mistura com o estearato de magnésio (Fig.
4E), apenas a 2:1 apresentou certa proximidade com a BRCA. O que verificou-
se que, em ambos 0s casos acima sao sugestivos de interacdo. Em ambos os
casos sugestivos de interacdao. O grafico de leverage (Figura 5D) para a
lactose, misturas 1:1, 1:2 e 1:4 apresentaram residuo alto e baixa influéncia na
construcdo do modelo e as demais misturas, mais o excipiente e o extrato
possuem alta influéncia para o modelo. Para o estearato de magnésio, o
grafico de leverage (Figura 5E) apresentou uma distribuicio homogénea da

importancia em todos os componentes.

Com o PVP K-30 (Fig. 4F), em termos do grafico de scores PC1xPC2, 86 e
10 % de variancia explicada respectivamente, as misturas 1:1 e 1:2 ficaram
préximo ao excipiente e a 2-1 isoladas. O talco (Fig. 04G), PC1(85 %) x PC2
(12 %) no grafico de scores, apresentaram agrupamento das misturas e a
separacao dos extratos, semelhante ao ocorrido com a HCA. Embora mostrem
esse agrupamento, os dados térmicos (Tabela 1) ndo apontam interacéo e o
agrupamento tenha ocorrido devido a elevada semelhanca entre as misturas.
Em termos do gréfico de leverage, € possivel visualizar situacdo semelhante a
ocorrida com o estearato de magnésio, com distribuicdo uniforme das misturas,

excipiente e extrato, em termos de suas influéncias e residuo do modelo PCA.
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Figura 5 — Gréfico de Leverage para as misturas binarias; (A) amido, (B) celulose
microcristalina 101, (C) celulose microcristalina 102, (D) lactose, (E) estearato de magnésio, (F)

PVP K-30 e (G) talco.
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Assim, os excipientes que apresentaram maior interagao (amido, lactose e
estearato) foram submetidos a difragdo de raios X (XRD) em misturas binarias
de 1:1.

Figura 6 — Difratograma do extrato seco de BRCA (A) e das misturas binarias; Amido (B),

lactose (C), estearato de magnésio (D).
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Na Figura 6A mostra o difratograma do extrato de BRCA, no qual foi
visualizado a amorficidade da amostra, comum em extratos vegetais secos por
aspersao. Também é perceptivel uma inclinagcdo maior nos angulos iniciais do
difratograma, formando uma aureola amorfa (NEWMAN; BYRN, 2003), Isso
possivelmente acontece devido a presenca de acucares que, durante o
processo de secagem, nao conseguiram retornam a sua forma cristalina e se
organizam de forma amorfa. Esse fenbmeno é bastante comum na secagem de
poupas de frutas por aspersdao (CANO-CHAUCA, et al., 2005). Fernandes et al.
(2013) avaliaram a difracéo de raios X do extrato seco de S. brasiliensis, porém
sem a presenca do adjuvantes de secagem. Em ambos os extratos a

conformacao foi amorfa formada por um ruido intenso, o que sugere que a
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presenca do adjuvante nao afeta o aspecto amorfo do extrato por spray-drying.
Gallo et al. (2013) encontraram conformacdo semelhante no extrato de
Hamamelis virginiana, o qual foi seco com diéxido de silicio coloidal e

carboximetilcelulose soédica.

Nas Figuras 6B, 6C e 6D observou-se que as misturas binarias produzidas
com os excipientes amido, lactose e estearato de magnésio respectivamente.
Em todas elas foram verificadas mudancas de intensidade nos picos, 0 que
pode sugerir interacao (TITA et al., 2013). Porém na mistura com o amido (Fig.
6D), além da mudanca da intensidade foi verificada uma mudanca na
orientacado dos angulos iniciais e finais, embora o aspecto final continue sendo
de uma mistura amorfa, sugerindo uma incompatibilidade com o excipiente
(CHADHA; BHANDARI, 2014).

4. CONCLUSOES

A microscopia 6ptica, embora seja uma técnica simples, permite a
caracterizacdo dos sdlidos amorfos e cristalinos. Contudo é uma técnica
suplementar no estudo de compatibilidade. Ja a técnica de DSC associado as
ferramentas quimiometricas apresenta-se bastante Gtil na identificacao de
incompatibilidade, principalmente em ingredientes ativos mais complexos como
o extrato seco de plantas medicinais. Com base nesses dados foram
identificado interagbes do extrato de BRCA com amido, lactose e estearato de
magnésio, devido a alteracdes nos eventos térmicos e alteragdes nos graficos
de HCA e PCA. As incompatibilidades foram confirmadas pela difracao de raios

X, na qual o amido apresentou maior interacao.

Nesse contexto, a celulose microcristalina 101 e 102, o talco e o PVP K-30
sdo o0s excipientes mais indicados para o desenvolvimento de futuras

formulagdes soélidas de S. brasiliensis.
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CAPITULO I

ESTUDO CINETICO DE EXTRATO NEBULIZADO E DE UMA
FORMULACAO SOLIDA A BASE DE Schinopsis brasiliensis ENGLER.
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RESUMO

Os extratos nebulizados obtidos tecnologicamente sdo o ponto de partida para
o desenvolvimento destes produtos, pois apresentam melhor estabilidade e
padronizacdo. Essas propriedades podem ser avaliadas por diferentes técnicas
analiticas como a analise térmica, a qual pode ser aplicada tanto para matéria
prima quanto formulagédo final. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
investigar os parametros cinéticos em condi¢cdes isotérmicas do extrato
nebulizado e de uma formulagédo sélida proposta contendo S. brasiliensis. O
extrato por aspersao foi produzido a partir do extrato hidroalcodlico das cascas
de S. brasilienses Engler. (BRCA), enquanto a formulacao farmacéutica sélida
foi planejada conforme estudos de compatibilidade prévios. A analise
termogravimétrica (TG/DTQ) foi realizada em atmosfera de N,, com razdo de
aquecimento de 10 °C/min, até 1200 °C. Para os calculos cinéticos foi
realizado curvas termogravimétricas em cinco diferentes temperaturas,
utilizando dois modelos matematicos. No primeiro modelo, a BRCA apresentou
boa energia de ativagdo, e cinética de primeira ordem. Ja a formulagéao
apresentou cinética de ordem zero e elevada estabilidade. O tempo de
prateleira foi determinado utilizando a equacédo da reta e pelo modelo
matematico tgo%, sendo este Ultimo apresentou melhores resultados,

principalmente com a formulacdo. O estudo cinético mostrou ser um importante
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pardmetro para avaliacdo da estabilidade e do comportamento térmico de

extrato seco de plantas medicinais e de formulagbes farmacéuticas.

PALAVRAS CHAVES: Extrato nebulizado, termogravimetria, estudo de

estabilidade.

1. INTRODUCAO

Schinopsis brasilienses Engler. € uma planta pertencente a familia
Anacardiaceae presente no semiarido nordestino conhecida como “bradna” ou
“barauna”. Seu uso etnofarmacolégico é principalmente, como anti-inflamatério
e analgésico (CHAVES et al., 2011). Alguns estudos também mencionam a
atividade antimicrobiana contra diferentes micro-organismos, o que pode ser
indicativo para o desenvolvimento de novo medicamento fitoterapico (SARAIVA
etal., 2011; SILVA et al., 2012).

Para tanto, uma das opc¢des para o desenvolvimento de novos produtos é
0 uso dos extratos secos por aspersdao apresentam melhores caracteristicas
tecnologicas, além de apresentarem melhor estabilidade e padronizagao e
servirem de ponto de partida para outras formas farmacéuticas, quando
comparados aos extratos liquidos e a as plantas in natura (OLIVEIRA;
PETROVICK, 2009; SILVA et al., 2012).

As formas farmacéuticas de uso oral sdo as mais presentes no mercado,
devido a sua grande aceitacdo pelo usuario, facilidade de administracao e
transporte, além de serem facilmente produzidas em grande escala.
Apresentam também maior estabilidade, quando comparadas as outras formas
farmacéuticas. Dentre elas se destacam as capsulas e os comprimidos,
revestidos ou nao (ANGIOLUCCI et al., 2012).

Diferentes técnicas analiticas podem ser utilizadas para padronizar e
acompanhar a estabilidade tanto do extrato seco, quanto da forma
farmacéutica final. Dentre elas, destacam-se a cromatografia liquida,
espectroscopia € a anadlise térmica (COUTO et al., 2013; FERNANDES et al.,
2013).
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Os estudos cinéticos obtidos por analise térmica sdo os mais utilizados e
podem ser executados utilizando a técnica de termogravimétria isotérmica,
onde a amostra é submetida a uma mesma temperatura durante o ensaio, ou
pela técnica de termogravimetria dindmica, no qual a amostra é submetida a
diferentes razdes de aquecimento. Embora, por meio de ambos os modelos
seja possivel a determinacdo da ordem de reacao, energia de ativacao (E,) e
da fracdo decomposta (a), apenas no método isotérmico € possivel visualizar a
perda de massa numa mesma temperatura (MEDEIROS et al.,, 2002;
SHAMSIPUR et al., 2013; TITA et al.,2013).

Assim, o objetivo desse trabalho foi investigar os parametros cinéticos
utilizando condicdes isotérmicas do extrato nebulizado por aspersdo de
Schinopsis brasilienses Engler. e de uma formulagao soélida.

2. EXPERIMENTAL

2.1. Material vegetal e extrato seco

As cascas de S. brasiliensis Engler. foram coletadas na regido de Campina
Grande-PB (7° 13’ 50” S, 35° 52’ 52” W) e seco em estufa de circulagao
forcada de ar a 40 °C até obter peso constante. Em seguida o material seco foi
pulverizado em moinho de facas com granulometria de 10 mesh. A
identificagéo foi feita no Herbario “Jaime Coelho de Morais” na Universidade
Federal da Paraiba sob o numero EAN-14049.

O extrato hidroalcodlico foi obtido por maceracao a frio da droga vegetal
utilizando como solvente agua:etanol (30:70, v/v), por 3 dias e submetido a
secagem por aspersdo em spray drying da marca LabPlant® com temperatura
de entrada a 140 °C e fluxo de 3 mL/minuto. O adjuvante de secagem foi o
diéxido de silicio coloidal (Aerosil 200®) na proporcdo de 20%, em relacdo ao

residuo seco.

2.2. Formulacao

A formulagcado contendo o extrato nebulizado de S. brasiliensis Enlger. foi
desenvolvida com base em estudos prévios de compatibilidade entre o extrato
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seco e diversos excipientes. Dessa forma, foi proposta uma formulagdo com os

excipientes compativeis, conforme a tabela 1:

Tabela 1 — Formulacao proposta para uma forma farmacéutica de uso oral.

Componente Funcao %
Extrato nebulizado Ingrediente ativo 67,5
Celulose microcristalina 101 Diluente e desintegrante 25
PVP K-30 Aglutinante 2,5
Talco Deslizante 4
Estearato de magnésio Lubrificante 1
Total 100

2.3. Analise térmica

A andlise termogravimétrica (TG/DTG) foi realizada em um analisador
térmico simultaneo modelo SDT Q600 da TA Instruments® usando amostra de
com razao de 10 °C/ min. até temperatura de 1200 °C. Numa atmosfera de
nitrogénio, com fluxo constante de 50 mL/min. A analise nao-isotérmicas foram
realizadas, coma finalidade de se detectar as temperaturas que antecedem o
processo de decomposicdo da amostra. As andlises isotérmicas foram
realizadas nas seguintes temperaturas: 178, 183, 188, 193 e 198 °C, para o
extarto; 115, 120, 125, 130 e 135 °C para a formulacdo. Dois modelos
matematicos foram utilizados para a analise das curvas. Os dados foram
analisados utilizando os softwares TA Universal analysis® 4.5A e Microsoft
Excel® 2010.

2.4. Teoria cinética pela equacao de Arrehenius

A cinética de decomposicado térmica consiste na determinacao da fracao
decomposta (a), em funcdo do tempo da isotérmica (1), a temperatura

constante. Dessa forma temos:

da—kT
T () f (a)
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Onde t é o tempo, T a temperatura e f(a) € o modelo de reacéo. A equacéao de
Arrehenius € dada por:

k(T) = Aexp (;—5)

Onde A é o fator de frequéncia e E a energia de ativagdo. Combinando as

equacgdes acima, temos:

Aplicando o logaritmo natural na equacgao anterior:

E
Ing(a) =InA — ﬁ+lnt

Rearranjando os termos:

E
Int= —InA+1 —
n n +ng(a)+RT

Dessa forma, no primeiro modelo matemético, foi obtido o tempo necessario
para uma perda de massa de 5% (a = 5%) para cada temperatura. Com esses
dados, foi tragado o grafico do logaritmo natural do tempo em funcao do
reciproco da temperatura absoluta, onde por regressao linear foi obtida a
equacao y = ax + b, sendo o produto de a pela constante real dos gases (R =
8.314 (J/ mol*K) é a energia de ativacéo e b ao fator de frequéncia (TITA et al.,
2013; RODRIGUES et al., 2005).

Tomando mais uma vez a Equacédo e aplicando o logaritmo natural em

ambos os termos da equacao temos:

-E
Ink =In(A * eRT)

Quando rearranjamos a equacgao temos,

-E
Ink =1InA +In (eRT)
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Ink =1 A4—<_E)1
n =1In RT ne

Ink=1Ind+ —=
n =1n RT

Em seguida, no segundo modelo matematico, foi feito o ajuste do modelo
da cinética de degradacdao com base nas constantes de degradacdo k. Sao
produzidos varios graficos do logaritimo natural da constante k pelo reciproco
da temperatura absoluta, utilizando modelos para as ordens zero (ko), primeira
ordem (In ki) e segunda ordem (1/kz). A partir dai, verifica-se qual modelo
melhor se adapta, determinando a ordem de reagdo (MACEDO et al., 2002;
NASCIMENTO et al., 2013). Também foi utilizado a equacao tgy, para a
determinacao do tempo de prateleira (BARRETO GOMES et al., 2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na curva de TG do extrato seco de S. brasiliensis (figura 1) € possivel
visualizar uma perda de massa inicial, que pode ser devido a perda de
compostos volateis ou a resquicios de solventes como agua ou alcool, visto
que este fendmeno ocorreu em torno de 100 °C Também foi visualizado que
acima de 400 °C ocorreu a completa degradacdo do extrato, gerando uma
perda de 29,93%. Quando estes dados foram comparados com o extrato
produzido sem o adjuvante farmacotécnico, percebeu-se que os valores estao
inferiores, 0 que pode sugerir uma menor perda de compostos volateis e uma
maior estabilidade do ingrediente ativo (FERNANDES et al., 2013). As curvas
da formulacdo mostraram cinco etapas de decomposi¢ao: a primeira em 137,60
°C (6,36%), segunda em 242,02 °C (10,01%), terceira em 354,64 °C (30,01%),
quarta em 682,42 °C (36,75%) e a quinta em 1200 °C com perca de massa de
21,50%.

A partir da andlise de TG/DTG determinaram-se as temperaturas de
trabalho da isotérmica para o extrato e para a formulagédo. Na figura 2 temos os

graficos da isotérmica para a BRCA (A) e para a formulagao (B).
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Figura 1 — Curvas termogravimétricas do extrato de BRCA e da formulagéo até 1200 °C em
atmosfera de N..
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Os dados experimentais obtidos foram tratados por dois modelos
matematicos utilizando técnicas de regressao linear. Para o primeiro modelo
matematico, foi tracado o grafico de Arrhenius (figura 3). A partir dele foi obtida
a energia de ativacao (E; = 89,25 kd/mol) e foi calculado o tempo estimado de
estabilidade (Am = 5%) para a BRCA entre 25 e 50 °C (tabela 2) onde é
perceptivel uma diminuicdo da estabilidade com o aumento da temperatura. Os
resultados da energia de ativagdo encontra-se préximo a de alguns farmacos
disponiveis no mercado. Como exemplo, pode-se citar os antirretrovirais,
efavirenze e zidovudina (RODRIGUES et al., 2005; FANDARRUF et al., 2013),
Como também da warifteina, um composto natural isolado de Cissampelos
sympodialis Eichl. (ARAGAO et al., 2001). Segundo Talvani et. al. (2013) os
valores da energia de ativacao da maioria das drogas sintéticas estdo entre 40
e 100 kd/mol.
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Figura 2 — Isotermas do extrato de BRCA (A) em diferentes temperaturas (178, 183, 185, 193 e

195 °C) e da formulacdo (B) em diferentes temperaturas (115, 120, 125, 130, 135 °C) em

atmosfera de N..
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Os dados contidos na tabela 2 sugerem que a temperatura afeta
consideravelmente a estabilidade do extrato, tendo visto que um aumento de

temperatura de 25 °C para 35 °C diminui em mais da metade o tempo de perda

de 5% da amostra.
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Figura 3 — Grafico de Arrhenius (Int X T'1) para as cinco temperaturas da isotermica.
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Contudo, utilizando esse modelo matematico, nao foi possivel a construgcao
do grafico de Arrhenius para a formulagao, pois durante as isotermicas a maior
perda de massa foi 2%.

Tabela 2 — Tempo de prateleira (em anos) em fungdo da temperatura de armazenamento para
o extrato de BRCA, utilizando a equacao da reta.

T (°C) 25 30 35 40 45 50

Tempo (anos) 5,38 2,97 1,67 0,96 0,56 0,33

Com os mesmos dados, aplicou-se o segundo modelo matematico, que
utiliza o grafico In K em fungéo de 1/T (K). Dessa forma, analisou-se a possivel
ordem de reacao da BRCA, bem como a energia de ativacdo do extrato seco e
da formulacado. A energia de ativacado do extrato foi de 32,78 kd/mol, enquanto

da formulacéo foi de 61,03 kdJ/mol.

Se comparados a energia de ativacdo obtida no outro modelo, o valor é
quase 1/3. Contudo, no primeiro apenas 5% da perda de massa foi utilizada
para o calculo dessa energia, enquanto o segundo leva em questdo toda a
curva, o que em se tratando da complexidade de um extrato nebulizado, é
possivel a ocorréncia dessa diminuicdo (FERNANDES, et al., 2013).

Para as possiveis ordens de reacao (zero, primeira e segunda) foram

tracados diferentes graficos visando encontrar a equacao que melhor se ajusta
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ao modelo proposto com base no coeficiente de determinacdo (CRAING;
READING, 2007; NASCIMENTO et al., 2013). Dessa forma (tabela 3), o extrato
de BRCA apresentou cinética de primeira ordem, enquanto a formulacao
proposta apresentou ordem zero, o que pode sugerir uma possivel interagao
dos componentes do extrato com os excipientes da formulagdo (MACEDO et
al., 2002).

Tabela 3 — Coeficiente de determinacao para as ordens de reagdo para o extrato de BRCA e
para formulag&o utilizando os modelos cinéticos,

Ordem zero Primeira ordem Segunda ordem
BRCA 0,8125 0,9002 0,8888
Formulagao 0,9668 0,9382 0,8120

Com base nos dados obtidos das ordens de reacéao foi possivel estimar o
prazo de validade modelo matematico tge, (BARRETO GOMES, et al., 2003),
considerando 0 mecanismo de primeira ordem, para o extrato e ordem zero
para a formulacido. Na tabela 04 estao descritos a estimativa de validade de 25
a 50 °C. Nota-se que na formulacdo, o extrato de BRCA apresentou-se mais
estavel, fazendo com que o tempo de prateleira aumentasse
consideravelmente. Shamsipur et al. (2013) menciona que a presenca dos
excipientes podem afetar o tempo de prateleira dos ingredientes ativos,

principalmente aos termossensiveis, devido a ocorréncia de incompatibilidades.

Comparando os dados obtidos com a tabela 2, ha uma correlacdo dos
dados, tendo em vista que no primeiro método a variacao era de 5% e para o
segundo método utiliza uma perda de massa de 10%. Em ambos os modelos o
extrato de BRCA apresentou-se sensivel a temperatura, de forma que,
pequenas variacdes desta sdo suficientes para provocar uma diminuicdo de

sua estabilidade no armazenamento.
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Tabela 4 — Tempo de prateleira (em anos), em funcdo da temperatura de armazenamento para
o extrato de BRCA e para formulagéao, utilizando o modelo matematico tgge,.

T (°C) 25 30 35 40 45 50
BRCA (anos) 1,71 1,36 1,09 0,89 0,73 0,60
Formulacao (anos) 6,72 4,45 3,01 2,05 1,42 0,99

4. CONCLUSOES

A andlise térmica, em especial a termogravimetria (TG), pode ser
aplicada para avaliagdo da estabilidade de extratos secos e de formulagcdes
farmacéuticas. O estudo da cinética de degradacdo pelo método isotérmico
permite a determinacdo da energia de ativacdo, verificagdo do tempo de
prateleira e a ordem de reacao.

Utilizando o primeiro modelo, o extrato apresentou uma boa energia de
ativacdo e um prazo de validade consideravel, porém nao foi possivel a
determinacado das caracteristicas da formulagdo. Ja no segundo, o extrato
apresentou reacao de primeira ordem, uma boa estabilidade a temperatura
ambiente, porém com valor de energia de ativagdo menor. A formulagao
apresentou ordem zero de reacdo e mais estavel que o extrato. Utilizando o
modelo matematico tgge, foi estipulado o prado de validade em fungdo das
ordens de reacao tanto da BRCA quanto da formulag¢éo, sendo que este ultimo

comum prazo bem maior em relacao ao extrato.
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RESUMO

O marcador quimico de uma espécie vegetal consiste num grupo quimico
majoritario que pode ou nao apresentar relagdo com a atividade farmacolégica,
sendo um importante parametro para a avaliacdo da qualidade de produtos
fitoterapicos. Os compostos fenédlicos sdo um grupo de metabolitos secundarios
presentes na maioria das plantas e com diversas atividades farmacoldgicas.
Assim, o objetivo desse trabalho foi determinar polifenol no extrato de
Schinopsis brasiliensis Engler. Inicialmente foi determinado o teor total de
polifendis e flavonoides totais por espectroscopia na regido do visivel. Em
seguida foi desenvolvido e validado um método rapido por cromatografia
liquida em alta eficiéncia (CLAE) com detector UV-Vis (271 nm) com fase
mével acido ortofosforico 0,05% e metanol em sistema gradiente e coluna C-18
de fase reversa. O extrato apresentou um elevado teor de polifendis, o que
sugeriu o acido galico, como marcador. O método por CLAE apresentou boa
precisao, exatidao, linearidade e limite de deteccao e quantificagao aceitaveis..
Os resultados sugerem o acido galico como marcador quimico do extrato seco
de S. brasiliensis Engler e que o0 método validado é rapido, pratico e dentro dos

parametros estabelecido de validagéo.
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PALAVRAS-CHAVES: Acido galico, marcador quimico, marcador quimico,
validacéao.

1. INTRODUGCAO

Schinopsis brasiliensis Engler. € uma planta pertencente a familia
Anacardiaceae, conhecida como barauna ou brauna e distribuida na regidao do
Semiarido brasileiro. Suas cascas apresentam uso etnofarmacoldgico para o
tratamento de diarreia, tosse, antisséptico, analgésico (CHAVES, et al., 2011).
Diversos estudos demonstraram sua atividade antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus, incluindo cepas multirresistentes (SILVA et. al, 2012;
SARAIVA et al., 2013). Em sua composicao quimica é relatado a presenca de
taninos, fendis e flavonoides, além de ja terem sido isolados o galato de metila
e o acido gélico (SARAIVA et al., 2011).

A busca por novos produtos provenientes de extratos vegetais tem crescido
consideravelmente nos ultimos anos. Porém esses extratos sdo na sua maioria,
liquidos, o que dificulta seu manuseio e padronizacao, quando comparados aos
extratos secos, que além dessas caracteristicas apresentam maior
estabilidade, menor contaminagdo microbiolégica além de ser mais
tecnologicamente viavel para a industria, principalmente como Ingrediente
farmacéutico ativo. Diferentes técnicas podem ser utilizadas para a producao
desses extratos secos como o leito de jorro a liofilizagao, a evaporagao rotativa
e 0 spray-drying, sendo que este ultimo apresenta um extrato com maior
homogeneidade e caracteristicas que favorecem sua aplicacdao em um produto
acabado (SILVA et al., 2012; FERNANDES, et al., 2013).

Um aspecto importante para o controle da qualidade de produtos de origem
vegetal estda na determinacdo do seu marcador quimico, que consiste em um
constituinte (ou grupo de constituintes) quimicamente definido e presente no
produto vegetal, podendo ou nao estar relacionado com a sua atividade
farmacolégica (MARQUES et al., 2013). Diferentes técnicas analiticas podem
ser utilizadas para a identificacao e a quantificacao dessas substancias, porém
a cromatografia liquida em alta eficiéncia (CLAE) é a mais utilizada pelos
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diversos compéndios oficiais e agéncias reguladoras (ZOLLNER e SCHWARZ,
2013).

Os polifendis sdao um grupo de metabdlitos secundarios, presentes em
diversas plantas. De uma forma geral sdo classificados em quatro classes:
acidos fenolicos, flavonoides, lignanas e estelbenos. Esses compostos
apresentam grande importancia nas industrias farmacéutica, cosmética e
alimenticia, principalmente pela sua agéo antioxidante (GHARRAS, 2009).

Frente a essa discussdo, o objetivo desse trabalho é determinar do
marcador quimico de S. brasiliensis Engler. .

2. EXPERIMENTAL

2.1. Material vegetal

As cascas de S. brasiliensis Engler. foram coletadas na regido de Campina
Grande-PB (7° 13’ 50” S, 35° 52’ 52” W) e seco em estufa de circulagao
forcada de ar a 40 °C até obter peso constante. Em seguida o material seco foi
pulverizado em moinho de facas com granulometria de 10 mesh. A
identificagéo foi feita no Herbario “Jaime Coelho de Morais” na Universidade
Federal da Paraiba sob o numero EAN-14049.

O extrato hidroalcodlico foi obtido por maceracao a frio da droga vegetal
utilizando como solvente agua:etanol (30:70, v/v), por 3 dias e submetido a
secagem por aspersdo em spray drying da marca LabPlant® com temperatura
de entrada a 140 °C e fluxo de 3 mL/minuto. O adjuvante de secagem foi o
diéxido de silicio coloidal (Aerosil 200%) na proporcdo de 20%, em relagdo ao
residuo seco.

2.2. Determinacao de polifendis totais por espectrofotometria

O teor de polifendis totais foi determinado utilizando acido galico como
padrao, conforme Chaves et al., (2013). Inicialmente uma aliquota foi dissolvida
em agua, onde foram adicionadas 0,5 mL da solugdo de Folin-Ciocalteu,
deixando em repouso por 2 minutos. Em seguida, adicionou-se 1 mL de
solucdo de carbonato de sédio a 20% (p/p), e foi deixado em repouso por 10
minutos. As amostras foram medidas utilizando um espectrofotdmetro UV-Vis
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Shimadzu, modelo UV-mini 1240, em comprimento de onde de 757 nm. Os
resultados foram expressos em pg de acido galico/ mg de extrato.

2.3. Determinacéo de flavonoides totais por espectrofotometria.

O teor de flavonoides totais foi determinado utilizando uma solugao de 2%
de cloreto de aluminio (AICI3) em metanol. A quercetina foi utilizada como
padrao, conforme Chaves et al., (2013). Inicialmente uma aliquota do extrato foi
dissolvida em metanol. Em seguida, o extrato dissolvido foi misturado a solucao
de AICI3 na proporcao de 1:1 e deixado em repouso por 10 minutos. As
amostras foram medidas utilizando um espectrofotdmetro UV-Vis, Shimadzu,
modelo UV-mini 1240, em comprimento de onda de 415 nm. Os resultados
foram expresso em ug de quercetina/ mg de extrato.

2.4. Determinac¢do do marcador quimico

A andlise cromatografica foi feita utilizando um cromatégrafo liquido
Shimadzu, modelo LC-10, equipado com uma bomba quaternaria (LC-10 AD),
controlador de gradiente (FCV-10 AL), degaseificador on-line (DGU-14A), com
detector UV-Vis SPD 10A e sistema controlador SCL 10 A acoplado ao
software Class VP. A coluna utilizada foi de fase reversa, modelo Gemini NX
C-18, marca Phenomenex, 250 X 4,6 mm, com particulas de 5 um de diametro
e pré-coluna Gemini NX, marca Phenomenex, 4 X 30 mm.

A fase movel consistiu de acido ortofosférico a 0,05% (Fase A) e metanol
(fase B) em sistema de gradiente: 90-10% B (0-10 minutos), 70-30% B (11-13
minutos), 40-60% B (14-19 minutos), 60-40% B (19-21 minutos), 80-20% B (22-
24 minutos) e 90-10% B (24-30 minutos), totalizando 30 minutos de analise. A
validacdo dos métodos analiticos foi feita levando em consideragdo os
parametros de precisdo, exatidao, linearidade, limite de deteccédo e limite de
quantificacao (RIBANI et al., 2004; MARQUES et al., 2013;) :
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de polifendis e flavonoides totais encontram-se na tabela 1. O teor de
polifendis totais e bastante elevado quando comparado ao de flavonoides
totais. Embora seja um método quantitativo, ele ndo consegue predizer a
composicao individual de cada composto, além de uma possivel quantificacao
de compostos nao fenélicos (ROBY et al., 2013).

Tabela 1 — Teor de polifendis totais e flavonoides totais do extrato de S. brasiliensis obtidos por
espectroscopia na regido do visivel.

Polifendis totais Flavonoides totais
Concentragao (ug/mg) 24,52 14,43
Concentragao (%) 15,08 1,44

Como os polifendis apresentaram-se em maior quantidade na planta foi
analisado o extrato hidroalcodlico de S. brasiliensis Engler. utilizando o &cido
galico como padrdo. O &cido galico (acido 3,4,5 trihidroxibenzéico) € um
importante polifenol presente nas plantas e um composto de grande aplicacdo
na sintese do farmaco trimetropin, como conservante de alimentos e como
antioxidante em 6leos e produtos ricos em lipideos (BATTESTIN et al., 2004).
Além do mais, extratos de plantas contendo acido galico possuem atividade
farmacolégica como antidiabético, antiangiogénico, antimicrobianico e redutor
do risco de problemas cardiacos, dentre outras (MANSOURI et al., 2013),

Na analise preliminar foi detectada a presenca deste composto em grandes
quantidades. Com base neste resultado foi escolhido o acido galico como
marcador e procedeu-se a sua quantificacao e a validacado do método. Para tal
quantificacao e validacao do método, utilizou-se a cromatografia liquida em alta
eficiéncia com detector de UV-Vis por ser o método mais indicado para tais
tipos de compostos (ARAPTSAS, 2012).

Na figura 1 tem-se o cromatograma obtido do extrato de S. brasiliensis, onde
se encontra o pico referente ao acido galico e padrao de acido galico, com
tempo de retencao em torno de 8,5 minutos, além de outros picos presentes no

fitocomplexo e 0 método ser uma injecao direta da amostra.
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Diferentes estudos estdo descritos na literatura analisando o acido galico
diferenciando entre eles a constituicdo da fase movel. Deshmukh et al. 2011,
ao analisar acido galico em Dendrophthoe falcate Linn, encontrou tempo de
retencdo de aproximadamente 12 minutos, utilizando como fase moével agua
acidificada com éacido ortofosférico (0,1%) e acetonitrila na proporcéao de 4:6 e

fluxo de 1 mL/minuto.

Figura 1 — Cromatograma do extrato de S. brasiliensis Engler. (A) e do padréo de acido galico
(B) em 271 nm.
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A escolha da fase mével (acido ortofosférico 0,05% e metanol deu-se por
experiéncias ja descritas na literatura, o qual informa que a agua acidificada
impede a ionizagdo do acido galico, fazendo com o mesmo tenha afinidade
pela fase estacionaria da coluna. Geralmente a mais utilizada é a coluna de
fase reversa C-18. Embora acido galico absorva em varios comprimentos de
onda (210, 254, 271, 275 e 280), optou-se por 271 nm, por apresentar maior
absorcao e melhor resolucdo dos picos nestas condi¢cdes (DE SOUZA et al.,
2002; LOPES et al., 2009; ARAPITSAS, 2012).

Definidas as condi¢des de trabalho, partiu-se para a validacao do método.
A linearidade do método foi analisada a partir da curva de calibracdo obtido
com as solucdes do padrao de acido galico com concentracdes entre 2,5 e 15
Hg/mL, sendo obtida a equacao de regressao linear y = ax + b. Segundo Ribani
et al. (2004) a verificacdo de ajuste dos dados pode ser verificada pelo
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coeficiente de correlacao (R), sendo que a ANVISA recomenda uma valor
maior que 0,99. Como nosso estudo o valor encontrado foi R = 0,9986, a curva
apresenta uma relacao linear (Fig. 2).

Figura 2 — Curva de calibragédo do padrao de acido gélico em 271 nm.
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Através dos parametros da curva de calibracao foi possivel a determinacao
com 95% de confianga, do limite de deteccéo (LD = 1,22 ug/mL) e do limite de
quantificagao (LQ = 1,82 ug/mL). A precisao do método foi avaliada a partir das
analises intra-corrida (repetibilidade) e inter-corrida (precisao intermediaria). Os
dados estdo contidos na tabela 2.

Tabela 2 — Precisao do padrao de acido galico e do extrato analisados em dois dias diferentes.
DP — Desvio padrao; CV — Coeficiente de variagao.

Media (area) DP CV (%)
Acido galico (10 pg/mL) 623253 14409,03 2,31
Extrato (1° dia) 616653,8 17097,11 2,77
Extrato (2° dia) 627397 24066 3,83

A exatiddo do método foi realizada através da analise de trés fortificacoes
pela adicdo do padrdo de acido galico (tabela 3), na qual foi possivel
determinar que o método apresenta-se dentro dos limites aceitaveis entre 80 e
120% (LIMA et al.,, 2010). Segundo Marcucci (2010) o ensaio de exatidao
através da recuperagcdo € um ponto crucial para o desenvolvimento de

metodologias para produtos fitoterapicos.
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Tabela 3 — Ensaio de recuperacao de amostras fortificadas com o padrao de acido gélico em
trés niveis de concentragao (75, 100 e 125%). CV — Coeficiente de variacao.

1 2 3
CV (%) 1,65 0,72 0,65
Recuperacéao (%) 92,83 96,87 111,20

4. CONCLUSAO

O extrato nebulizado de S. brasiliensis apresenta uma boa concentracéo de
polifendis totais, sugerindo que o seu marcador seja um composto desta
espécie. Optou-se pelo acido galico por ja sido isolado na espécie, fato que
este que foi comprovado pela validacao do método analitico para quantificacao
utilizando cromatografia liquida acoplado ao detector de UV-Vis.

O método desenvolvido por cromatografia liquida apresentou-se rapido e
eficiente para a determinacdo do &cido galico, além de apresentar boa
linearidade, recuperacdo e reprodutibilidade, além de baixos limites de
deteccao e recuperacao. Com isso, esse método pode tanto ser aplicado no
controle da matéria prima, quanto do seu produto acabado.
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