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Nao Sei...

Na&o sei... se a vida é curta ou longa demais para nos,
Mas sei que nada do que vivemos tem sentido,
Se ndo tocamos 0 coragdo das pessoas.
Muitas vezes basta ser:
Colo que acolhe,
Braco que envolve,
Palavra que conforta,
Siléncio que respeita,
Alegria que contagia,
Lagrima que corre,
Olhar que acaricia,
Desejo que sacia,
Amor que promove.
E isso ndo e coisa de outro mundo, é o que da sentido a vida.
E 0 que faz com que ela ndo seja nem curta,
nem longa demais, mas que seja intensa, verdadeira, pura... Enquanto durar.

(Cora Coralina)
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RESUMO

A espécie vegetal Libidibia ferrea conhecida popularmente como “juca” ou “pau-ferro” é
largamente utilizada pela medicina popular da Amazénia para o tratamento do diabetes.
Dentre 0s seus principais constituintes quimicos destacam-se o0s taninos. Estudos
farmacoldgicos realizados com as cascas do caule demonstraram atividades antimicrobiana,
hipotensora, vasodilatadora e hipoglicemiante. A referida espécie esté inserida no Formulario
Nacional de Fitoterapicos. O presente trabalho refere-se ao desenvolvimento e caracterizagdo
tecnoldgica de produtos secos por aspersao a partir de solucdo extrativa aquosa das cascas do
caule de L. ferrea. O material vegetal de L. ferrea foi coletado em diferentes épocas e lugares
de Manaus, sendo caracterizado a fim de auxiliar no estabelecimento de pardmetros para o
controle de qualidade dessa espécie vegetal. Os produtos secos foram produzidos através de
um delineamento fatorial do tipo 23, tendo como variavel independente o tipo de adjuvante de
secagem (didxido de silicio coloidal, celulose microcristalina e goma arabica) e como
variaveis dependentes as caracteristicas tecnoldgicas e bioldgicas dos produtos obtidos.
Dentre os parametros tecnoldgicos avaliados nos pds destacam-se o rendimento operacional,
umidade residual, caracteristicas reoldgicas, morfologia e granulometria, porosidade e
comportamento frente a ambiente com umidade relativa controlada de 65%. Além disso, foi
avaliada a capacidade de inibi¢do in vitro da enzima conversora de angiotensina (ECA) e da
a-glicosidase pelos produtos obtidos. Adicionalmente, foi desenvolvido e validado método
analitico em cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia (CLAE) para a quantificacdo polifendis
na matéria-prima vegetal de L. ferrea. Os resultados obtidos permitiram observar que 0s
parametros estudados estdo dentro dos limites preconizados pela Farmacopeéia Brasileira. No
entanto, todos os demais parametros avaliadas evidenciaram diferencas quantitativas
estatisticamente significantes entre as amostras estudadas sugerindo que as condi¢des
edafoclimaticas alteram as caracteristicas fisico-quimicas desta espécie e, portanto, podem
influenciar na qualidade, eficacia e seguranca de um produto final proposto. O método
desenvolvido e validado em CLAE mostrou-se eficiente para a quantificacdo de acido galico,
contemplando todos os critérios preconizados. Dentre os adjuvantes utilizados, a analise
demonstrou que os adjuvantes adicionados a solucdo extrativa ndo contribuiram para um
rendimento superior, assim como ndo proporcionaram melhores caracteristicas reolégicas. Na
avaliacdo da atividade inibitoria da a-glicosidase, no modelo experimental in vitro, todos os
produtos oriundos da L. ferrea inibiram, significativamente, a enzima a-glicosidase. Em
contrapartida, ndo foi constatada atividade inibitdria para a ECA.

Palavras-chave: pau-ferro, jucd, produto seco por aspersao, taninos.



ABSTRACT

Libidibia ferrea popularly known as “juca” or “pau-ferro” is widely used in popular medicine
for treatment of diabetes. The tannins are majority chemical constituents. Pharmacological
studies, with the stem bark, showed main activities: antimicrobial, hypotensive, vasodilator
and hypoglycemiant. This species are inserted in National Formulary Herbal Medicine. The
goal of this work is the technological development and characterization of spray dried
products from aqueous solution of the stem bark of L. ferrea. The vegetable material of L.
ferrea was collected at different times and places from Manaus-AM, being characterized in
order to establish parameters for quality control of this species. The dried products were
produced using a 2 factorial design, where the independent variable was the type of adjuvant
(colloidal silicon dioxide, microcrystalline cellulose and arabic gum) and the dependents
variables were biological and technological characteristics of the products obtained. The dried
products were evaluated as yielding, residual moisture, rheological properties, morphology,
particle size, porosity and behavior in controlled environment with a relative humidity of
65%. In addition, it was evaluated the ability of in vitro inhibition of angiotensin converting
enzyme (ACE) and a-glucosidase of the products obtained. Additionally, it was developed
and validated an analytical method in liquid chromatography (HPLC) to quantify polyphenols
in L. ferrea raw material. The results of raw material characterization demonstrate that were
within the limits recommended by the Brazilian Pharmacopoeia. However, there were
statistically significant quantitative differences among the samples studied suggesting that
climatic conditions change the physico-chemistries characteristics of this species and
therefore may influence the quality, efficacy and safety of the products. The HPLC method
was validate and it was efficient for the quantification of gallic acid. Considering the dried
products the work showed that the adjuvants studied did not contribute to increase the
efficiency of dry operation when compared to the dry extract without adjuvant or improve the
rheological characteristics. Evaluation of in vitro activity demonstrates that all products from
L. ferrea inhibited significantly the enzyme a-glucosidase, however they were no efficient
against ACE.

Key words: pau-ferro, juca, spray dried product, tannins.
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A adesdo da populacdo a utilizacdo de produtos de origem natural e a insatisfacdo
geral quanto a seguranca e ao custo das terapias convencionais sdo alguns dos fatores que
contribuiram fortemente para o crescente consumo dos fitoterapicos (MARQUES, 1992).
Nesse contexto, a realizagdo de pesquisas objetivando o desenvolvimento de formas
farmacéuticas, contendo produtos derivados de plantas medicinais, com eficacia, seguranca e
qualidade comprovadas, vem incentivando um nimero crescente de pesquisadores em todo o
mundo e, especialmente, no Brasil (PETROVICK et al., 1997).

Na industria farmacéutica, as plantas medicinais sdo utilizadas como matéria-prima
para a extracdo de principios ativos, producédo de extratos vegetais (fluidos, moles ou secos) e
obtencdo de formas farmacéuticas. Diante do crescimento desse mercado, tornou-se
necessario efetuar uma regulamentacao para assegurar a qualidade dessa classe de produtos.
Nesse sentido, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a Resolucéo
RDC n° 14/2010, a qual estabelece requisitos de controle de qualidade visando o registro
desses produtos junto ao Ministério da Sadde (BRASIL, 2004). O controle de qualidade de
um produto envolve vérias etapas que vao desde a obtencdo da matéria-prima, passando por
processos de padronizacdo com caracterizacdo qualitativa e quantitativa de seus principios
ativos, a fim de garantir a qualidade, eficacia e seguranca, o que € exigido em qualquer tipo de
medicamento. Segundo Farias (2004), a qualidade da matéria-prima vegetal ndo garante a
eficacia do produto final, mas é fator determinante da mesma.

O extrato vegetal na forma de pd, desde que obtido adequadamente, apresenta
inimeras vantagens frente a forma fluida, tais como, menor espaco necessario para O
armazenamento do produto, melhor estabilidade, facilidade de manuseio e padronizacdo dos
principios ativos presentes, 0 que aumenta 0 interesse de empresas, principalmente,

farmacéuticas e cosméticas, que fabricam produtos derivados de extratos vegetais, uma vez
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que podem utilizd-lo como forma intermediaria para a producdo de medicamentos e
cosméticos (SENNA et al., 1997).

Entretanto, em geral, extratos secos vegetais ndo possuem boas caracteristicas
reoldgicas e nem de compressibilidade. Soma-se ainda sua elevada higroscopicidade. Assim,
faz-se necessaria uma selecdo apropriada da técnica de secagem e emprego de adjuvantes
farmacéuticos, os quais podem alterar as propriedades fisicas e/ou fisico-quimicas do produto
obtido. Por isso, € de extrema importancia, do ponto de vista tecnoldgico, o desenvolvimento
do extrato seco, o que inclui avaliacdo de parametros que influem no processo de secagem e
caracterizacao dos extratos, visando a obtencdo de um produto padronizado.

A especie vegetal Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul. var. ferrea sofreu alteragéo
taxonémica recente e, atualmente, o nome cientifico reconhecido pela ciéncia para esta
espécie é Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.Queiroz var. ferrea, a qual caracteriza-se como
uma arvore nativa do Brasil, sendo atualmente cultivada em toda parte do mundo. Na
Amazonia, esta presente em todos os estados tendo sido registrada no Pard, Ronddnia,
Amazonas, Roraima e Amapa (SOUZA et al., 2007). Esta espécie € extensamente utilizada
pela medicina popular para emagrecimento, como cicatrizante, no tratamento de feridas
cutaneas, como descongestionante, no tratamento de enterocolite e diarreia, para tratamento
de diabetes e contra reumatismo, mostrando ainda possiveis beneficios no sistema
cardiovascular dos usuérios (P10 CORREA, 1984; CREPALDI, SANTANA & LIMA, 1998;
NAKAMURA et al., 2002a; OLIVEIRA, 2008; DE SOUZA, 2009).

Estudos farmacoldgicos realizados com as cascas do caule demonstraram atividades
antimicrobiana, hipotensora, vasodilatadora do sistema cardiovascular, atividade inibitoria
potente da topoisomerase Il humana e atividade inibitoria da proliferacdo celular e eficiéncia
na reparacdo cicatricial de feridas cutaneas de caprinos e atividade hipoglicemiate (PEREIRA

et al., 2006, MENEZES et al., 2007; NOZAKI et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010;

Leidyana Moraes da Costa



Capitulo 1 — Introdugéo 20

VASCONCELOS et al, 2011). Estudos fitoquimicos demonstraram a presenca de
flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas, esteroides e compostos fendlicos (SILVA, 2008).

A referida espécie é uma das 61 plantas da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse a0 SUS (RENISUS) e estd inserida também no Formulario Nacional de
Fitoterapicos (FNF), no entanto ainda ndo existe monografia em nenhuma Farmacopéia ou
cddigo oficial que defina os marcadores quimicos para esta espécie vegetal, nem metodologia
analitica validada para quantificacdo destes, bem como parametros fisico-quimicos e
tecnoldgicos estabelecidos para o controle de qualidade da matéria-prima vegetal e produtos
derivados.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um produto
Seco por aspersao a partir de uma solucdo extrativa aquosa obtida das cascas do caule de L.

ferrea, utilizando diferentes adjuvantes de secagem e ferramenta estatistica.
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2.1 Classificacao botanica da espécie Libidibia ferrea

A Libidibia ferrea possui diversas sinonimias populares, tais como: pau-ferro, juca,

ibird-obi, imira-itd (SOUZA, 2007). A classificacdo taxondmica dessa espécie vegetal

encontra-se na Tabela 1 (CHASE et al., 2003; LIMA et al., 2010).

Tabela 1. Classificagdo taxondmica da planta Libidibia ferrea var. ferrea

TAXONOMIA
Divisdo Magnoliophyta (Angiospermae)
Classe Magnoliopsida (Dicotiledonae)
Subclasse Rosidae
Ordem Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Caesalpiniaceae (Caesalpinioideae, Leguminosae)
Espécie Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P. Queiroz var. ferrea

2.2 Aspectos gerais da espécie

2.2.1 Aspectos botanicos

Libidibia ferrea ¢ uma espécie nativa do Brasil onde apresenta pelo menos trés
variedades tipicas: leiostachya, parvifolia e ferrea. As variedades leiostachya e parvifolia séo
mais comuns no centro oeste e sudeste brasileiro, ocorrendo naturalmente na Mata Atlantica e
no Cerrado, onde sdo reconhecidas popularmente por pau-ferro, havendo diferencas
caracteristicas entre as variedades no que se refere ao crescimento da espécie. A variedade
leiostachya apresenta arvores que podem atingir o dossel superior da floresta, com 20-30 m de
altura, e didmetro do tronco de até 1 m, retilineo, cilindrico, alto e robusto, com casca lisa e
com grandes manchas brancas sobre fundo escuro, de belo efeito decorativo. Como ja

afirmado € comum na Mata Atlantica e dentre as etapas de seu aproveitamento e
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domesticacdo tornou-se uma espécie comumente cultivada na arborizacdo urbana das cidades
brasileiras (NOGUEIRA, 1977). Por outro lado, a &rvore adulta de jucd € descrita como
arvores pequenas a medianas de até 10 m de altura (Figura 1), de tronco menor, ocorrendo
comumente na vegetacdo de caatinga, no agreste e sertdo nordestino, com crescimento
espontaneo em estados como o Ceara e na Bahia (PRANCE & SILVA, 1975). Esta variedade
foi introduzida na Amazonia por imigrantes nordestinos, possivelmente nos dois principais
ciclos de migragdo caracterizados como a “época da borracha”, e hoje em estados como o
Acre é uma planta presente nos quintais, sendo aproveitada como arvore de sombra e para
producéo de frutos com fins medicinais.

Na Amazonia, esta arvore pode atingir alturas de 10-15m, possui tronco de 40 a 60 cm
de didametro, com manchas claras sobre fundo escuro (OLIVEIRA, 2006). As folhas da arvore
adulta podem medir de 7 a 20 cm e séo cobertas com pelos amarelados e curtos (Figura 1)
(GALDINO, MESQUITA & KOSSMANN, 2007).

O fruto possui dimensdes medias de 8,3 x 1,8 x 0,8 cm, verde quando imaturo,
tornando-se marrom na maturacdo, € indeiscente, formato oblongo, levemente achatado e
sinuoso com sutura ventral saliente, base arredondada a curvada e apice arredondado (Figura
1) (GALDINO, MESQUITA & KOSSMANN, 2007).

As sementes possuem tamanho médio de 0,9 x 0,5 x 0,5 cm. Apresentam coloracéo
variando de verde claro a amarelado, opaca, de consisténcia firme e tegumento levemente
rugoso. Formato ovoide a discoide, na base achatada e apice arredondado. As sementes sdo
separadas em cavidades individuais distintamente visiveis e apresentam disposicao
unisseriada e transversal (Figura 1) (GALDINO, MESQUITA & KOSSMANN, 2007).

As flores sdo amarelas, pequenas e em cachos (Figura 1) (OLIVEIRA, 2006;

GALDINO, MESQUITA & KOSSMANN, 2007).
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(E)

Figura 1. (A) arvore de L. ferrea matriz INPA; (B) folhas; (C) fruto imaturo; (D) fruto
maduro; (E) detalhe da semente; (F) detalhe das sementes dentro da vagem e (G) flores de L.
ferrea.
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2.2.2 Floragéo e frutificacdo

A floracéo ocorre na estacdo seca até inicio da estacdo chuvosa, e a frutificacdo ocorre

no final da estacdo seca e se prolonga pela estagcdo chuvosa. Possui flores amarelas pequenas e

em cachos. Tem anualmente uma alta producdo de frutos. As sementes apresentam

germinacdo numa amplitude térmica de 15 a 40°C, e podem ser armazenadas por pelo menos

oito meses (GALDINO, MESQUITA & KOSSMANN, 2007). Pode ser empregada na

arborizacdo de ruas e avenidas e aproveitada para plantios em areas degradadas, além de

fornecer lenha e madeira para construgéo civil (P10 CORREA, 1984).

2.2.3 Aspectos etnofarmacologicos

Diversos farmacogenos da espécie L. ferrea sdo utilizados na medicina popular, sendo

estes discriminados na tabela 2:

Tabela 2. Farmacdgenos da espécie L. ferrea utilizados na medicina popular do Brasil

Farmacogenos

Indicacdo baseada na medicina popular

Sementes

- usadas para emagrecer, como depurativo e para contusées (DE SOUZA, 2009).

Frutos

- combatem a anemia, afec¢Ges hemoptisicas pulmonares e diabetes (tosses
seguidas de sangue) (OLIVEIRA, 2008a); prevencdo do cancer (NAKAMURA
et al.,, 2002a).

Raizes

- antipiréticas e antidiarreicas (PIO CORREA, 1984).

Folhas

- a infusdo das folhas desta espécie na regido da Mata Atlantica é usada para o
tratamento de problemas respiratérios, especialmente bronquites, além do uso
comum contra gripes, resfriados e tosses (COELHO, 2004).

Casca

- usada para emagrecer, como depurativo e para contusdes adstringentes e
cicatrizantes; é usada ainda como descongestionante, no tratamento de
enterocolite e diarreia, para tratamento de diabetes e contra reumatismo,
mostrando ainda possiveis beneficios no sistema cardiovascular dos usuarios
(OLIVEIRA, 2008a);

- no estado do Rio Grande do Norte, o p6 da casca da Libidibia ferrea é bastante
usado pela populacgéo para o tratamento de feridas cutaneas (OLIVEIRA, 2010).

Madeira

- anticatarral e cicatrizante (P10 CORREA, 1984; CREPALDI, SANTANA &
LIMA, 1998).
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2.2.4 Estudos fitoquimicos

Estudo fitoquimico preliminar do extrato hidroalcodlico da casca e das folhas
demonstrou a presenca de flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas, esterdides e compostos
fendlicos (SILVA, 2008). Taninos sdo oS compostos majoritarios do extrato e podem ser
considerados os responsaveis pela atividade antidiabética (SOUZA et al., 2006).

Nozaki et al. (2007) isolaram do caule de L. ferrea o pauferrol A (CysH34012), um
derivado de chalcona, o qual apresentou importante inibicdo da DNA-topoisomerase Il e
inducdo da apoptose de células leucémicas.

Gonzélez et al. (2004) identificaram, também, no caule da planta a presenca de

flavondides, taninos, cumarinas, esterdides e derivados antracénicos.

2.2.5 Estudos farmacologicos

2.2.5.1 Frutos

DA SILVA et al. (2011) exploraram as habilidades de protecdo antioxidante e
protecdo do DNA dos extratos hidroalcodlicos de frutos de Anadenanthera colubrina
(ACHE), Libidibia ferrea (LFHE) e Pityrocarpa moniliformis (PMHE). O potencial
antioxidante desses extratos foram testados (fosfomolibdénio e poder redutor; superoxido,
perdxido de hidrogénio e dxido nitrico e capacidade de protecdo DNA). O contetdo fendlico
total foi medida pelo método de Folin-Ciocalteu. ACHE exibiu o maior teor de fendlicos (578
mg/g), seqguido por LFHE (460 mg/g) e PMHE (448 mg/g) no ensaio com fosfomolibdénio,
ACHE mostrou 24,81% de atividade em relacdo ao acido ascorbico, enquanto LFHE e PMHE

tinha 21,08% e 18,05%, respectivamente. Estas plantas mostraram capacidade para inibir
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espécies altamente reativas e, os valores Clso variaram de 10,66 a 14,37 pg/mL para radical
superoxido; 26,05 a 45,43 pg/mL para peroxido de hidrogénio; 178,42 a 182,98 pg/mL para a
reducdo de energia e 199,2 a 283 pg/mL para o 6xido nitrico. Concluiu-se que estes extratos
possuem a capacidade de reparar o dano do DNA induzido por radicais hidroxilas, cuja
atividade antioxidante esta relacionada com o teor de fendlicos, demonstrando que elas podem
ser usadas como fonte de compostos bioativos relevantes para a manutencdo da estabilidade
oxidativa da matriz alimentar, cosméticos e/ou preparacdes farmacéuticas.

Lucinda et al.(2010) avaliaram o efeito e a seguranca da exposi¢cdo em longo prazo de
L. ferrea em Orgdos vitais, sistema reprodutivo e producdo de espermatozoides de ratos
Wistar. Ratos machos imaturos e adultos foram tratados com 300 mg/kg de extrato aquoso de
L. ferrea durante ciclos de espermatogénese desta espécie. Os resultados obtidos sugerem que
a administracdo em longo prazo de L. ferrea ndo alterou significativamente o corpo, os 6rgaos
reprodutivos e vitais e a producdo de gametas ndo foram afetados. Desse modo, a referida
espécie vegetal parece ndo afetar o funcionamento normal do sistema reprodutivo de ratos
Wistar.

Sampaio et al. (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana de extrato metandlico de
frutos de L. ferrea contra patdgenos orais, Candida albicans, Streptococcus mutans,
Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis e Lactobacillus casei através do método de
microdiluicdo para células planctdnicas e em um modelo de biofilme in vitro. Os resultados
obtidos sugerem que o extrato testado in vitro tem atividade antibacteriana contra patdgenos
orais em modelos planctdnicos ou biofilme.

Peters et al. (2008) avaliaram a toxicidade do extrato aquoso oriundo dos frutos L.
ferrea, o qual foi administrado a ratas fémeas Wistar durante o periodo de implantacdo do
blastocisto (5° ao 7° dia de gestacdo). A toxicidade materna foi avaliada indiretamente por

meio do peso corporal, consumo de alimentos, &gua, atividade locomotora, piloerecgéo,
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diarréia, sangramento vaginal, figado, peso dos rins e mortes. O niumero de corpos liteos,
implantagdes, reabsor¢des e fetos vivos e mortos também foram registrados. O indice de
implantacdo e a propor¢cdo de reabsor¢des foram calculados. Nenhuma das variaveis
analisadas apresentou diferencas significativas, sendo assim, nesse modelo, L. ferrea néo
parece ser toxica e nem interfere na implantacdo do blastocisto.

Souza et al. (2006) investigaram o potencial clastogénico e citotoxico do extrato
aquoso bruto dos frutos de L. ferrea em células da medula 6ssea de ratos Wistar usando o
sistemas de teste do micronucleo e de aberragdes cromossdmicas. Os animais foram tratados
por gavagem com trés concentragdes do extrato, 500, 1000 e 1500 mg/kg e ciclofosfamida, 30
mg/kg. Células da medula 6ssea foram coletadas 24 h apos o tratamento. N&o houve diferenca
estatisticamente significativa na média de eritrocitos policromaticos micronucleados, nimero
médio de aberragdes cromossémicas ou indice mitotico (IM) para as trés concentracfes
comparados ao controle negativo, sugerindo que o extrato aquoso bruto de frutos do L. ferrea
ndo tem efeito clastogénico e citotoxico em celulas da medula dssea de ratos Wistar.

Nakamura et al. (2002a) avaliaram o efeito anti-tumoral a partir do extrato de acetato
de etila dos frutos de L. ferrea, in vitro, pelo teste de ativacdo do antigeno viral precoce do
virus Epstein-Barr, e seus constituintes ativos foram identificados como acido géalico (1) e
galato de metila (2), os quais foram isolados a partir do extrato de acetato de etila de frutos de
juca. Do total de 49 compostos relacionados as substancias 1 e 2 foram analisados
correlacionando estrutura versus atividade. Desses 49 compostos foram encontrados trés
derivados da acetofenona, 2,6-diidroxiacetofenona, 2,3,4 triidroxiacetofenona e 2,4,6-
triacetofenona, os quais demonstraram atividade inibitéria potente.

Nakamura et al. (2002b) avaliaram os efeitos de dois componentes ativos, 1 (&cido
galico) e 2 (galato de metila) isolados do extrato etandlico do fruto de L. ferrea, sobre o

processo de promogdo de tumor em dois estagios de carcinogénese in vivo. Os resultados
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obtidos demonstraram diminuicéo significativa do nimero médio de papilomas por animal
estudado.

Ueda et al. (2001) isolaram inibidores da aldose redutase a partir do extrato dos frutos
secos de L. ferrea sendo o é&cido elagico um dos compostos identificados através de
comparagdo com uma amostra de referéncia.

Carvalho et al. (1996) investigaram e confirmaram as acfes anti-inflamatéria e

analgésica do extrato bruto aquoso dos frutos L. ferrea.

2.2.5.2 Sementes

Cavalheiro et al. (2009) investigaram atividades biolégicas no extrato aquoso de
sementes de L. ferrea. Os resultados obtidos demonstraram que 0 extrato de sementes de L.
ferrea ndo apresenta atividades toxica aguda, hemolitica, heparinésica, antibacteriana e
antifngica. Entretanto, foram observadas as atividades celulasica, amilasica, anticoagulante e
larvicida contra Aedes aegypti, indicando a presenca de compostos bioativos de interesse

farmacoldgico e/ou industrial.

2.2.5.3 Casca do caule

Vasconcelos et al. (2011) investigaram e elucidaram os mecanismos pelos quais o
extrato aquoso da casca do caule de L. ferrea reduz os niveis de glicose no sangue em ratos
diabéticos, estreptozotocina induzidos pelas vias enzimaticas da proteina quinase B (PKB /
Akt), AMP-proteina-quinase ativada (AMPK) e acetil-CoA carboxilase (ACC). Os resultados
indicam que o extrato aquoso da casca do caule de L. ferrea possui propriedades

hipoglicemiantes e, possivelmente, atua na regulacdo de captacdo de glicose no figado e nos
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masculos por meio da ativacdo da Akt, restaurando o balango energético intracelular,
confirmada pela inibicdo da ativacdo da AMPK.

Oliveira et al. (2010) avaliaram os efeitos do tratamento tdpico do juca (L. ferrea) em
feridas cutaneas de caprinos. As avaliacGes das feridas foram feitas do ponto de vista clinico,
bacteriol6gico, morfométrico e histopatolégico nos periodos pré-determinados (7, 14 e 21
dias). Os resultados obtidos demonstraram que a utilizacdo tdpica da pomada de L. ferrea
apresentou eficiéncia significativa no auxilio da reparacdo cicatricial de feridas cutaneas de
caprinos.

Menezes et al. (2007) investigaram os efeitos cardiovasculares do extrato aquoso da
casca do caule de L. ferrea. Os resultados obtidos permitiram concluir, utilizando abordagens
in vivo e in vitro, que o referido extrato induz hipotensao associada a taquicardia, no entanto,
na dose de 40 mg/kg induz bradiarritmias transitorias. Assim, esta planta parece ter um
potencial uso clinico contra doencas cardiovasculares, no entanto, maiores estudos s&o
necessarios para avaliar sua seguranca e margem terapéutica antes do uso humano.

Nozaki et al. (2007) isolaram do extrato metandlico do caule de L. ferrea o pauferrol
A, um derivado original de chalcona, um trimero de chalcona fundido por um anel
ciclobutano, o qual apresentou atividade inibitéria potente contra topoisomerase Il humana e
atividade inibitoria da proliferacdo celular.

Pereira et al. (2006) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos alcodlicos da
casca de L. ferrea contra cepas de Staphylococus aureus, Escherichia coli e Enterobacter
gergoviae. A analise dos dados indicou que houve moderada inibicdo contra as diferentes
linhagens bacterianas testadas, onde o extrato apresentou halo de inibicdo superior a 17 mm,
frente a cepa de S. aureus, indicando ac¢do antimicrobiana positiva. Ao comparar 0 extrato de
L. ferrea com outra espécie de Caesalpinia, foi observado que o extrato alcodlico de C.

pyramidalis mostrou um melhor desempenho, quando considerada a variedade de
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microrganismos sensiveis, no entanto, quanto a intensidade do efeito, a espécie L. ferrea,

revelou uma atividade antimicrobiana eficiente.

2.2.6 Estudos tecnoldgicos

Barakat et al. (2011) desenvolveu uma forma farmacéutica plastica, gel a base de &cido
carboxivinilico (Carbopol®), avaliando a incorporacdo de extrato seco, obtido da entrecasca
dos frutos de L. ferrea, nas concentragdes 2,5%, 5% e 7,5% (m/V). O controle de qualidade
realizado nas formulacGes avaliou as propriedades fisico-quimicas (organolépticas, pH e
reologia), demonstrando que ambos possuiam pH compativel com a pele e comportamento
ndo-newtoniano plastico. A atividade antimicrobiana do extrato seco e de todas as
formulacdes obtidas foi demonstrada frente as cepas de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis e Candida albicans
empregando-se 0 metodo de difusdo em agar e medicdo do halo de inibi¢do. Os resultados
obtidos demonstraram que tanto o extrato seco como todas as formulacdes do gel contendo o
extrato apresentam atividade antimicrobiana em fungdo do tempo de incubacdo. A melhor
atividade foi frente a Candida albicans. Entre as trés formulac6es obtidas, a que apresentou
melhor viabilidade foi o gel com 5% de extrato, pelo perfil reolégico e antimicrobiano.

Rodrigues et al. (2009), realizaram estudos para otimizacdo de solucdo extrativa de
entrecasca dos frutos de L. ferrea, com atividade inibitoria da enzima a-glicosidase. Os
resultados demonstraram que tanto o percentual de droga vegetal como a concentracdo de
etanol foram fatores significantes sobre o residuo seco e teor de taninos totais das solu¢oes
obtidas. Com relacdo ao residuo seco, as solucbes extrativas preparadas com 50% de etanol
apresentaram maiores teores de solidos sollveis, enquanto que as obtidas com 100% de etanol
originaram maiores teores de taninos totais. Com relacdo a atividade bioldgica de inibicdo da

enzima o-glicosidase, a solucdo extrativa que apresentou maior percentual de inibicdo foi a
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obtida com 7,5% de droga vegetal e 50% de etanol. Sendo estas as condigdes para
padronizacdo de uma solucdo extrativa com atividade de inibigdo da enzima a-glicosidase.
Marinho et al. (2008) estudaram as propriedades fisico-quimicas da matéria-prima
vegetal constituida da entrecasca de frutos de L. ferrea coletada em diferentes localidades na
regido de Manaus/AM, e observaram haver diferencas significativas entre elas,
principalmente, em relacdo ao teor extrativo que variou de 28,7 g% a 40,5 g%. Os mesmos
autores verificaram a influéncia de fatores tecnol6gicos no processo extrativo de substancias
quimicas a partir de matéria-prima vegetal. Nesse estudo, os resultados demonstraram que a
agua parece ser o melhor liquido extrator, sendo a decocc¢do o melhor método de extracéo.
Frasson, Bittencourt & Heinzmann (2003) determinaram oS seguintes parametros
fisico-quimicos de controle de qualidade das cascas do caule da especie L. ferrea: cinzas
insoluveis em &cido (0,153%); teor de cinzas totais (5,31%); teor de agua e substancias
volateis (5,54%); indice de amargor o qual permitiu concluir que a droga contém substancias
amargas; indice de entumescimento (1,5 mL) o qual sugeriu a presenca de mucilagem/goma
no material analisado; indice de espuma (IE<100) e teste de hemoélise (negativo até a
concentracdo de 5% do extrato). A amostra apresentou menos do que 0,0003546 ppm de
cloretos e menos do que 0,0012008 ppm de sulfatos. Ndo foram encontrados microrganismos
considerados patogénicos na amostra e o perfil obtido por cromatografia em camada delgada

indicou auséncia de saponinas e a presenca de taninos.

2.3 Substancias fenolicas

Uma das caracteristicas dos seres vivos € a presenca de atividade metabolica sendo

esta caracterizada por um conjunto de reacGes quimicas que ocorrem no interior das células.

Nas células vegetais, o0 metabolismo divide-se em primario e secundario. Entende-se por
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metabolismo primério o conjunto de processos metabolicos que desempenham uma funcéo
essencial no vegetal, tais como a fotossintese, a respiracdo e o transporte de solutos. Os
compostos envolvidos no metabolismo primario possuem uma distribuicdo universal nas
plantas. Esse € o caso dos aminoacidos, dos nucleotideos, dos lipidios, carboidratos e da
clorofila. Em contrapartida, o metabolismo secundario origina substancias que ndo possuem
uma distribuicdo universal, pois ndo sdo necessarios para todas as plantas (PERES, 2004).
Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios: terpenos, compostos
nitrogenados e compostos fenolicos. Os terpenos derivam-se do &cido mal6nico (citoplasma)
ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (cloroplasto). Os compostos fendlicos sdo derivados do
acido chiquimico ou &cido maldnico e 0s compostos nitrogenados sdo derivados de
aminoacidos aromaticos (triptofano e tirosina), os quais derivam do &cido chiquimico e de

aminodcidos alifatico (ornitina e lisina) (BERGAMASCH, 2010).

2.3.1 Taninos

Os taninos pertencem a um grupo de substancias fendlicas provenientes do
metabolismo secundario das plantas e sédo definidos como polimeros fendlicos soliveis em
agua que precipitam proteinas (HASLAM, 1966). O nome tanino é derivado do francés
“tanin” (substancia de curtimento) e constitui uma das variedades de polifendis naturais.
Desde a antiguidade é sabido que estas substancias organicas apresentam a propriedade de
curtir a pele de animais até transforma-las em couro. Dependendo da sua origem e variedade
da constituicdo quimica eles podem ter uma massa molar acima de 20.000 Daltons. Altas
concentracdes de taninos sdo encontradas em todas as partes da planta (RAHIM & KASSIM,

2008).
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Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional no tratamento de
diversas moléstias, tais como: diarreias, hipertensdo arterial, reumatismo, hemorragias,
feridas, queimaduras, problemas estomacais, renais, urinarios e processos inflamatorios em
geral (SANTOS & MELLO, 2010).

Embora sejam largamente utilizados para fins medicinais ou profilaticos, os taninos
também sdo utilizados na estabilizacdo da cerveja, curtimento de pele e producdo de resinas.
Atualmente, sdo empregados em processos biotecnoldgicos para producdo de enzimas como a
tanase, que hidrolisa ésteres e ligacBes laterais de taninos hidrolisaveis produzindo écido
galico e glicose. A maior aplicacdo desta enzima tem sido para producéo de acido gélico, que
é utilizado na producdo do medicamento trimetroprim e nas sinteses de ésteres como
propilgalato, usado como antioxidante na industria de alimentos. A enzima também ¢ aplicada
no processamento de cerveja e clarificacdo de sucos, processamento de chas instantaneos e
tratamento de efluentes contaminados com substancias fenolicas (BATTESTIN, MATSUDA

& MACEDO, 2004).

2.3.1.1 Classificacdo dos taninos

Os taninos sao classificados em dois grandes grupos: as proantocianidinas ou taninos
condensados que sdo 0s responsaveis pelas caracteristicas normalmente atribuidas a estas
substancias, como adstringéncia e precipitacdo de proteinas, e os taninos hidrolisaveis, que
sdo esteres do acido galico e seus dimeros (&cido digalico ou hexaidroxidifénico e elagico)
com monossacarideos, principalmente a glicose (CARVALHO, 2007).

Os taninos hidrolisaveis sdo caracterizados por um poliol central, geralmente B-D-
glicose, cujos radicais hidroxilas séo esterificados com o acido galico. A substancia -

1,2,3,4,6-pentagaloil-D-glicose representa o padrdo méximo de substituicdo alcangado, sendo

Leidyana Moraes da Costa



Capitulo 2 — Revisdo do Tema 35

considerado o precursor imediato para ambas as classes de taninos hidrolisaveis (galotaninos
e elagitaninos). Em contrapartida, os taninos condensados ou proantocianidinas sdo polimeros
de alto peso molecular. A unidade monomérica é um flavan-3-ol (catequina ou epicatequina)
com um flavan-3,4-diol ou uma molécula de leucoantocianidina como seu precursor.
CondensacBes oxidativas ocorrem entre o carbono C-4 do anel heterociclico e carbonos C-6
ou C-8 das unidades adjacentes. Existe ainda um outro tipo de tanino, os taninos complexos,
designados inicialmente por “taninos ndo classicos”, em que uma unidade glicosidica esta
ligada, por uma ligagdo C-C a uma catequina e cujos grupos hidroxila estdo esterificados com
0 acido gélico e com o acido elagico. Com base nas suas caracteristicas estruturais, portanto, é
possivel subdividir os taninos em quatro grandes grupos (Figura 2) (KHANBABAEE & REE,
2001; SANTOS & MELLO, 2010).

(1) Galotaninos séo todos os taninos que resultam da unido de unidades galicas via ligacdes
denominadas meta-depsidicas;

(2) Elagitaninos possuem um ou dois residuos de hexa-hidréxi-difenoil-D-glicose de
configuracdo (R) ou (S), os quais sdo obtidos pelo acoplamento oxidativo C-C entre dois
residuos de acido galico espacialmente adjacentes;

(3) Taninos complexos sdo taninos em que uma unidade de catequina esta vinculada
glicosidicamente a uma unidade de galotanino ou elagiotanino;

(4) Taninos condensados sao oligdmeros e polimeros formados pela policondensacéo de duas

ou mais unidades flavan-3-ol e flavan-3,4-diol.
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2.3.1.2 Algumas propriedades fisico-quimicas dos taninos

e Os taninos sdo compostos nado cristalizaveis;

e Eles sdo sollveis em &gua, formando solucbes coloidais com reacdo e gosto
adstringente apurado;

e Eles sdo soltveis em meio alcalino diluido, alcool, glicerina e acetona, sendo apenas
pouco soltvel em outros solventes organicos;

e Suas solucbes precipitam metais pesados, alcaloides, glicosideos e proteinas (gelatina,
por exemplo);

e Destaca-se que a luminosidade ¢ um fator que afeta a producdo de taninos, sendo
diminuida em ambientes sombreados comparados a espécies cultivadas ao sol.
Observou-se também que, quanto mais velha a planta, maior a concentracao de taninos

((EL- SAKKA & AHMAD, 2010).
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2.3.1.3 Propriedades bioldgicas dos taninos

As atividades bioldgicas dos taninos contidos em extratos de plantas tém sido
pesquisadas ha muito tempo, sobretudo nas Gltimas duas décadas tem havido extensos estudos
para o isolamento e caracterizagdo de muitos representantes desta classe. O grupo de taninos
inclui mais de 1000 produtos naturais caracterizados inequivocadamente. Nos extensos testes
bioldgicos realizados, muitos representantes dos taninos apresentaram propriedades antivirais
e antibacterianas, mas especialmente proeminente foi a atividade antitumoral. Alguns taninos,
por exemplo, sdo capazes de inibir seletivamente a replicacdo do HIV (KHANBABAEE &
REE, 2001).

A atividade antimicrobiana dos taninos foi bem documentada. Fungos filamentosos como
Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Chaetomium cupreum, Colleto-trichum graminicola,
Coniophora olivacea, Coriolus versicolor, Crinipellis perniciosa, Fomes annosus,
Gloeophyllum trabeum, Merulius lacrymans, Penicillium espécies, Poria monticola, Trametes
hirsuta e Trichoderma viride foram inibidos por taninos em diferentes preparacdes. Da
mesma forma, diversas leveduras incluindo Saccharomyces cerevisiae foram também
sensiveis a taninos (CHUNG et al., 1998).

O poder antisséptico dos taninos pode ser explicado por sua capacidade de precipitar
as proteinas das células superficiais das mucosas e dos tecidos, formando uma camada
protetora (complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre a pele ou mucosa danificada,
impedindo, assim, o desenvolvimento de microrganismos (HASLAM, 1996).

Todo ferimento celular, em qualquer organismo, acelera a formacdo de unidades ativas
de oxigénio, na forma de radicais superoxido e de perdxidos de hidrogénio. Essas formas
ativas, mesmo em plantas sadias, sdo responsaveis por suberizacao e lignificacdo das paredes

celulares e pela ligacdo oxidativa cruzada de proteinas das paredes celulares. Quando ocorre
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um ferimento vegetal, o radical hidroxila pode ser gerado em resposta as quantidades
substancialmente grandes de perdxido de hidrogénio e reage muito rapidamente com qualquer
molécula de uma célula viva. Em tais casos, 0s taninos, por apresentarem acao antioxidante,
sdo moléculas que podem atuar no processo de estabilizacdo desses radicais (PAIVA et al.,
2002). Além disso, ha um consideravel aumento do interesse cientifico e comercial na
determinagdo e quantificacdo destas substancias, considerando-se as comprovadas
implicacOes benéficas para a salde humana.

O acido elagico é um composto que exibe propriedades antioxidantes, antiproliferativas
quimiopreventivo e antiaterogénico, em uma variedade de tecidos e células, como de mama,
célon e da prostata, os tecidos do figado e de pulmé&o e células leucémicas. O &cido elagico
exerce seus efeitos atraves da ativacdo da varias vias de sinalizacdo, incluindo a apoptose,
protecdo contra dano oxidativo ao DNA, ou oxidagdo-LDL e a alteracdo da expresséo do fator
de crescimento (PAPOUTSI et al., 2005).

O éacido galico esta amplamente distribuido em varias plantas, frutas e alimentos. O que
diz respeito a toxicidade deste composto cuja DLsy € 5mg/kg do peso corporal de ratos.
Vérias atividades farmacologicas sdo atribuidas a ele, tais como: antibacteriana,
antimelanogénica, antiviral e anti-inflamatoria além da atividade anticancer contra varios
tipos de células (MAURY A, NANDAKUMAR & DEVASAGAYAM, 2011).

As propriedades das proantocianidinas, catequinas e epicatequinas, tém sido
extensivamente revistas. Além da eliminacdo de radicais livres e atividade antioxidante, sdo
relatadas ainda atividade antibacteriana, antiviral, anticarcinogénica, anti-inflamatoria,
antialérgica e acbes vasodilatadoras. Proantocianidinas inibem a peroxidacdo lipidica, a
agregacao plaquetaria, atuando também na permeabilidade e fragilidade capilar, afetam os
sistemas enzimaticos, incluindo fosfolipase A2, ciclooxigenase e lipoxigenase. Além disso,

resultados experimentais in vitro tém demonstrado que as proantocianidinas tém
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especificidade pelo radical hidroxila além de ter a capacidade de inibirem a atividade da
xantina oxidase que é uma enzima geradora de radicais livres, elastase, colagenase,

hialuronidase e beta-glicuronidase (REED, 1995).

2.4 Adjuvantes farmacéuticos

Adjuvantes farmacéuticos constituem substancias auxiliares de destaque e diretamente
envolvidas na composicdo das diversas formulagdes farmacéuticas, uma vez que, exercem
efetivo papel na garantia de obtengdo da forma farmacéutica adequada ao uso e ao efeito
terapéutico desejado, regendo e influenciando de maneira significativa a cedéncia do
constituinte ativo contido no medicamento (CAVALCANTI, 2002).

O conceito antigo de adjuvante considerava sua inércia quimica e sua inatividade
toxicologica e farmacoldgica. Atualmente, a inércia quimica é vista com reservas, pois 0S
adjuvantes possuem uma energia termodindmica propria, atribuindo certa reatividade,
provocando variagdes nas propriedades fisico-quimicas do componente ativo e sendo gatilho
de algumas reacdes. Os adjuvantes adicionados a formulacdo devem favorecer a estabilidade,

ndo prejudicando a forma farmacéutica final.

2.4.1 Celulose microcristalina

A celulose é um biopolimero de ocorréncia natural e abundante na natureza. Diversas
fibras naturais, tais como algoddo e plantas superiores tém celulose como a seu principal
constituinte. Ela possui em sua estrutura molecular longas cadeias com unidades de D-
glicopiranose e cada unidade possui trés grupos hidroxilas, com a excecdo as extremidades

terminais. A celulose é insoluvel em agua e em solventes mais comuns, a sua pobre
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solubilidade € atribuida principalmente as fortes ligagdes intramoleculares e intermoleculares
de hidrogénio entre as cadeias individuais. Pode ser encontrada desde a forma de celulose
nativa até de derivados, fisicamente e quimicamente modificados (KAMEL et al., 2008;
LIMA NETO & PETROVICK, 1997).

A celulose apresenta-se como pd branco ou quase branco, fino ou granuloso, composto
por particulas porosas, inodoro e insipido. De acordo com a fonte originaria da celulose e a
técnica de transformacdo sdo encontrados diversos tipos de celulose possuindo diferentes
propriedades. A granulometria, um dos fatores que pode ser modificado, é escolhida em
fungdo da utilizagdo a qual a substancia se destina. As celuloses com faixas de tamanho de
particula maior apresentam melhores propriedades de fluxo, aquelas com baixo grau de
fluidez e escoamento s&o utilizadas para ativos sensiveis a processos de mistura e aquelas
detentoras de altas densidades melhoram as caracteristicas de fluidez dos poés e,
consequentemente, a uniformidade de peso da forma farmacéutica final (COUTO,
GONZALEZ ORTEGA & PETROVICK, 2000; TOLLER & SCHMIDT, 2005).

Sua gama de aplicacGes varia dos materiais de acondicionamento e embalagem,
cumprindo também func@es de adjuvante nas diversas formas farmacéuticas. Suas aplicacdes,
cada vez maior em pesquisa com farmacos, incluem sua utilidade em formas farmacéuticas de
liberacdo imediata (comprimidos e liquidos), de liberacdo modificada (multiparticulares e
comprimidos matriciais), preparacfes topicas, liquidos orais, melhorias organolépticas em

comprimidos de dissolucao bucal, anti-refluxo e nutracéuticos (SAIGAL et al., 2009).

2.4.2 Dioxido de silicio coloidal

O didxido de silicio coloidal é produzido por hidrélise a alta temperatura do tetracloreto

de silicio em uma chama de oxigénio. E constituido exclusivamente de silica submicroscépica
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dispersa e amorfa, cujas propriedades podem ser controladas por condigcdes apropriadas e
modificacbes de superficie. Estas alteracbes ndo influenciam o teor de silica ou a forma
amorfa, porém o tamanho de particula, &rea superficial, a natureza hidrofilica e densidade s&o
afetados. Os grupos siloxano e silanol, os quais estdo situados na superficie das particulas do
dioxido de silicio coloidal, sdo responsaveis pelo comportamento hidrofilico da molécula. O
dioxido de silicio coloidal € indicado por um nimero que se refere a area superficial
especifica (m%g), por exemplo, Aerosil® 90, Aerosil® 130, Aerosil® 150, Aerosil® 200, etc
(ALBERTINI et al., 2004).

O dioxido de silicio coloidal tem sido largamente empregado na industria farmacéutica
para as mais variadas aplicacGes tais como a fabricacdo de pds, enchimento de capsulas e
comprimidos. Ele é detentor de capacidade adsorvente de umidade, sendo também
caracterizado como agente de fluxo livre, deslizante e desintegrante (ALBERTINI et al.,
2004; JONAT et al., 2006).

Destaca-se, também, outra aplicacdo do dioxido de silicio coloidal que € o seu emprego na
secagem por aspersdo de extratos vegetais. Devido a composicdo complexa desses extratos
varios problemas surgem durante a secagem no equipamento, tais como, a acumulacdo do
produto nas paredes do aparelho e a aglomeracdo de particulas. A inclusédo de adjuvantes de
secagem, como o dioxido de silicio coloidal, adicionados a solugédo a secar podem minimizar
esses efeitos indesejaveis. Os resultados de estudos demonstram que ha uma melhora
significativa no desempenho de secagem caracterizada pelo aumento do rendimento do
processo de secagem, além de contribuir positivamente sobre o teor de agua do produto e
melhorar as propriedades reoldgicas dos extratos (VASCONCELOS et al., 2005; SOUZA et

al., 2009).
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2.4.3 Goma Arébica

O uso de materiais poliméricos naturais também tem sido foco de grande atividade de
pesquisa voltadas ao desenvolvimento formas farmacéuticas solidas orais e/ou de liberacdo
modificada. Os polimeros naturais (polissacarideos e/ou oligossacarideos), devido a suas
propriedades de baixa toxicidade, biodegradabilidade, caracteristicas filmogénicas, facilidade
de derivatizagdo, disponibilidade e baixo custo tém constituido um elemento de elevado
interesse e destaque nas investigaces voltadas a sua inclusdo no grupo de excipientes
farmacéuticos. Dentre as inumeras propostas destaca-se o polissacarideo goma arabica,
(GABAS & CAVALCANTI, 2003).

A goma arabica ou goma acacia € um produto obtido pela dessecacdo espontanea do
exsudato dos troncos e dos ramos da espéecie Acacia senegal (Linne). N&o é produzida no
Brasil, somente em paises africanos, principalmente no Suddo. As propriedades fisico-
quimicas e quimicas da goma-arabica sofrem modificacGes, dependendo da idade da planta,
origem, condicBes climaticas, tempo de exsudacdo e tipo de armazenamento (LANDIM,
2008).

Quimicamente a goma arabica é um polissacarideo complexo, &cido e de peso
molecular de 500.000 Daltons. Sendo constituida, com quantidades variaveis, principalmente
de arabinose, galactose, raminose e alguns acidos derivados, tais como o acido glicordnico e
4-0O-metil-D-4cido glucorénico multiplas glicoproteinas (RAMQOS, 2006; LANDIM, 2008).

Esse excipiente farmacéutico possui reconhecimento e ampla aplicacdo na preparacao
de emulsdes, suspensdes, como ligante na fabricacdo de comprimidos convencionais, além de
ser responsavel pela camada aderente na fabricacdo de drageas e, também, ser empregado
como adjuvante de secagem na obtencdo de extratos secos por spray-dryer (GABAS &

CAVALCANTI, 2003).
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Materiais ricos em acucares e acidos de baixo peso molecular, como suco de frutas e
alguns extratos vegetais, sdo dificeis de atomizar, pois produzem pds muito higroscopicos,
susceptiveis ao processo de aglomeracdo e problemas de fluidez e, consequentemente, pode
haver comprometimento na estabilidade do produto e redugdo do rendimento do processo.
Tais problemas podem ser evitados ou minimizados quando se adicionam adjuvantes de
secagem como as maltodextrinas, que sdo carboidratos de alto peso molecular, os quais
possuem alta temperatura de transi¢do vitrea sendo capazes de diminuir a higroscopicidade
dos pos e facilitar a secagem. No entanto, alguns estudos indicam que a goma arabica é mais
efetiva que as maltodextrinas por possuirem uma temperatura de transicdo vitrea superior,
tornando-se, portanto, mais efetivas na diminuicdo da higroscopicidade dos pos (OLIVEIRA,

2008h).

2.5 Controle de qualidade de matérias-primas vegetais

A qualidade da matéria prima-vegetal esta diretamente ligada a diversos fatores como:
cultivo, coleta e secagem, 0s quais determinam a presenca e a estabilidade dos constituintes
quimicos, bem como a eficAcia dos produtos derivados. As matérias-primas vegetais
utilizadas para a producdo de medicamentos fitoterapicos tém que passar por um rigido
controle de qualidade quimico, fisico-quimico e microbioldgico, sendo que poucas das plantas
utilizadas apresentam especificacdes de qualidade bem definidas em farmacopeias ou outras
bibliografias de respaldo cientifico (FARIAS, 2010).

A qualidade implica controle devendo estar envolvidos uma série de ensaios e testes
que englobam desde a identificacdo botanica da planta até o doseamento dos compostos
ativos, passando por analises microbiologicas, onde se analisa a contaminacdo por

microrganismos (bactérias e fungos) que podem provocar diversos prejuizos a saude do
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consumidor e & estabilidade do produto. Esses ensaios estdo descritos no documento da OMS
(Organizagdo Mundial de Saude) (WHO/Pharm/92.559), como relevantes e imprescindiveis
na analise da qualidade das plantas medicinais, sendo assim, exigidos para a certificacdo de
matérias-primas vegetais e registro de produtos derivados (BRASIL, 2010).

Dentre os ensaios de controle de qualidade fisico-quimicos, na anélise da qualidade de

plantas medicinais, destacam-se a:

- Determinacdo de perda por dessecacao (PD): o valor da perda por dessecacgdo € indicativo
do teor de material volatil presente na droga vegetal. A importancia da realizacdo deste ensaio
esté ligada a estabilidade microbiologica da droga, como expressdo de sua suscetibilidade ao
desenvolvimento de bactérias, fungos e da estabilidade quimica, representada especialmente
pelos processos de hidrélise (WHO, 1992). Assim, este teste pode fornecer dados
relacionados com o rendimento da extracdo, ja que a secagem influi no estado de integridade
das estruturas celulares, expondo-as mais ou menos ao contato com solventes. Além do mais,
sob o ponto de vista tecnoldgico e de producédo, € importante conhecer guantitativamente o
conteddo de agua presente na matéria-prima vegetal, para que este valor seja considerado nos

calculos de rendimento (OLIVEIRA et al., 2001).

- Teor de extrativos (TE): este ensaio indica a quantidade de substancias extraiveis, ou seja,

soltiveis em determinado sistema solvente (OLIVEIRA et al., 2001).

- Determinacdo de cinzas totais: residuo por incineracdo ou cinzas é o nome dado ao residuo
obtido por aquecimento de um produto em altissimas temperaturas. Nem sempre este residuo
representa toda a substancia inorganica presente na amostra, pois alguns sais podem sofrer

reducdo ou volatizacdo nesse aquecimento. Por outro lado, a determinagcdo de cinzas
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insoltveis em &cido, geralmente acido cloridrico a 10% p/p, d& uma avaliagdo da quantidade

de silica (areia) existente na amostra (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1976).

- Analise granulométrica por tamisacdo: a tamisacdo é uma operacdo destinada a separar e
classificar, mecanicamente, através das malhas com aberturas conhecidas e padronizadas,

particulas solidas com diferentes dimensdes (PRISTA et al., 1992).

2.6 Extratos secos vegetais e produto seco por aspersao

Os extratos secos sdo preparagdes solidas obtidas na forma de p6 ou granulado apos a
eliminacdo total do solvente de extracdo, o qual pode ser obtido na presenca ou ndo de
adjuvantes farmacéuticos. Devem apresentar uma umidade residual maxima de 5%. A
identificacdo dos extratos secos deve conter, além da denominacdo da droga, a mistura
extrativa que deu origem ao produto, a relacdo ponderal da droga para uma parte de extrato, a
concentracdo da substancia marcadora e os adjuvantes presentes (FARMACOPEIA
BRASILEIRA V, 2010).

Extratos secos vegetais tém sido utilizados como produtos finais ou intermediarios na
obtencdo de diferentes formas farmacéuticas (HEBERLE, WEHRMANN & PETROVICK,
2000).

No desenvolvimento tecnoldgico de fitoterapicos, a técnica de secagem por aspersdo
(spray drying) tem sido bastante empregada com intuito de se obter produtos intermediarios
ou produtos finais (COSTA et al., 2009).

No desenvolvimento de fitoterapicos, os extratos secos revelam-se de especial
interesse para a industria farmacéutica devido as vantagens que os mesmos oferecem, quando

comparadas as formas farmacéuticas liquidas ou semi-solidas: maior estabilidade, maior
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facilidade de manipulacéo, caracteristicas que refletem no produto final como na preciséo das
doses, eficacia terapéutica, seguranca de utilizacdo, facilidade de manuseio, transporte e
armazenagem, além de favorecerem a manutencdo da estabilidade quimica, microbiolégica e
farmacoldgica (PACHU, 2007). Entre as técnicas para obtencdo de extratos secos destaca-se a
secagem por aspersdo, que consiste na evaporagdo de liquidos em solucdo ou suspensao por
pulverizacdo em pequenas goticulas numa cAmara de secagem munida de ar quente, obtendo-
se produtos pulverulentos (TEIXEIRA & BASSANI, 1997).

No secador por aspersao ou spray-dryer, a matéria- prima inicial deve se apresentar no
estado liquido ou pastoso. O produto € inserido na cdmara de secagem por um sistema de
aspersdo, de forma a reduzir o tamanho das particulas na forma de goticulas, permitindo uma
maior area de transferéncia de calor e uma maior quantidade de transferéncia de massa. O
tamanho das goticulas é, portanto, um fator importante para indicar a eficiéncia da secagem.
A escolha das temperaturas, de entrada e de saida do equipamento de secagem, é determinada
de acordo com o grau de sensibilidade do produto a temperatura. A velocidade de evaporacao
varia em razdo inversa a pressdo interna do secador, sendo assim, uma pressdo baixa facilita a
evaporacdo. A secagem por spray-dryer também pode ser empregada para diversos tipos de
produtos alimenticios como: leite, chas, suco de tomate, ovos, bem como na industria quimica
como na secagem de massas de ceramicas, argilas e detergentes (DEGASPARI et al., 2002).

O processo de secagem por aspersdo apresenta diversas vantagens, tais como
(OLIVEIRA & PETROVICK, 2010):

e Selecdo adequada do equipamento com base nas caracteristicas pretendidas para o
produto final;
e O controle da uniformidade e do tamanho das particulas do produto pela manipulacéo

das variaveis do processo;
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Processo continuo, podendo ser alteradas condigdes de opera¢do sem a necessidade de
interrupcao, rapidez e rendimento;

e A evaporacdo ocorre em fragdes de segundos, em virtude da formacdo de inimeras
goticulas que proporcionam uma grande area superficial para trocas térmicas e
transferéncia de massa;

e Baixa agressividade ao produto, o que a faz apropriada para produtos termossensiveis
devido ao curto tempo de contato com a fonte de calor, podendo assim, ser empregada
com sucesso na producdo de produtos intermediarios para fitomedicamentos;

e As particulas resultantes apresentam forma esférica uniforme e uma rapida dissolucéo,
devido a grande area especifica;

e Os custos do processo sao baixos;

e Alguns sistemas podem operar em modo de circuito-fechado com um gas inerte para
reduzir a oxidacdo do produto.

Entre as desvantagens acerca da utilizacdo da tecnica de secagem por este método podem
ser citadas: i. O equipamento apresenta grandes dimensdes, necessitando de instalacGes fisicas
adequadas; ii. O custo inicial é alto, pois necessita de investimento em instalagdes. Porém, o
valor do produto final pode justificar o 6nus inicial (OLIVEIRA & PETROVICK, 2010).

Em geral, produtos secos por aspersdo de extratos vegetais, mostram-se muito finos, leves,
de baixa compressibilidade e de fluxo ruim, além de apresentarem-se higroscépicos
(SPANIOL, 2007). Diante dessas caracteristicas desfavoraveis, a necessidade de utilizar
adjuvantes de secagem foi colocada em evidéncia por diversos pesquisadores, tanto como
fator critico no rendimento do processo, como ha padronizacao da qualidade e manutencao da
estabilidade de produtos secos obtidos. Entre os adjuvantes ja testados estdo o dioxido de
silicio coloidal, a celulose microcristalina, a goma arabica, o fosfato tricalcico e a

maltodextrina (SILVA, 2007).

Leidyana Moraes da Costa



Capitulo 2 — Revisdo do Tema 49

Adicionalmente, estudos realizados sobre o emprego de adjuvantes de secagem tém
demonstrado uma melhora nas propriedades fisico-quimicas, bem como a capacidade de
proporcionar um aumento do rendimento da operacédo, além de contribuir, positivamente, para
a reconstituicdo de agua do produto e para a estabilidade dele frente & umidade. Em
contrapartida, a otimizagdo dos parametros de secagem como temperaturas de entrada e de
saida e velocidade de fluxo de alimentacdo, concentracdo e tipo de adjuvante tecnolégico,
assim como os teores de residuo seco do extrato fluido a aspergir, sdo fatores indispensaveis
para obtencdo de extratos secos com melhores caracteristicas tecnol6gicas e rendimento

(VASCONCELOS et al., 2005).

2.7 Enzimas como alvos de avaliacdo de atividade biologica

2.7.1 Enzima conversora de angiotensina

Nos ultimos trinta anos a possibilidade de bloquear, farmacologicamente, o sistema
renina-angiotensina tornou possivel uma verdadeira revolucdo na medicina cardiovascular.
Gragas as descobertas dos inibidores da enzima conversora, 0os IECA, e dos bloqueadores dos
receptores AT1 da angiotensina Il, imensos progressos foram feitos no tratamento da
hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca, remodelacdo cardiaca e vascular, insuficiéncia
renal crbnica, hipertrofia ventricular, entre outras condi¢des cardiovasculares (RIBEIRO,
2007).

Os mecanismos de acdo dos inibidores da ECA sdo complexos e fundamentam-se na
inibicdo da enzima conversora da angiotensina, que é uma carboxipeptidase capaz de
fragmentar varias cadeias peptidicas, como a da angiotensina, das cininas e do neuropeptideo

Y (BARRETTO, 2002). As agdes que mais imediatamente se associam a seus efeitos
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cardiovasculares estdo representadas na figura abaixo e sdo resultantes da diminuicdo da

formacdo de angiotensina Il e do acimulo de bradicinina (Figura 3).

Angiotensinogénio Ciminogénio
PGs
Renina icreina?
\l/ \l/ Callcrelna& “
Angiotenina | Bradicinina
Inibidores .
ECA <= > Cininase
c \L da ECA J/
Angiotenina Il Produtos inativos

Figura 3. Mecanismos de ag@o dos inibidores da ECA: PG - prostaglandinas; NO - oxido
nitrico; ECA - enzima conversora de angiotensina.

Resumidamente, os inibidores da ECA exercem: acdo hemodinamica, reduzindo a pre-
carga e a pos-carga e diminuem a acdo exagerada da angiotensina Il na arteriola eferente
glomerular renal preservando a pressdo intraglomerular. Em pacientes hipertensos ou
diabéticos, o efeito moderador da pressdo intraglomerular é benéfico em longo prazo,
prevenindo a agressdo esclerosante que a pressdo glomerular aumentada causa; acdo neuro-
hormonal, reduzindo a acdo de varios agentes e acentuando a de outros, 0 que concorre para
os efeitos hemodinadmicos e, de forma destacada, para a menor remodelagem miocardica e

vascular, menor trombogenicidade e menos sede (Tabela 3) (BARRETTO, 2002).

Tabela 3. Acdo dos inibidores da enzima conversora de angiotensina

1) Acédo hemodinamica
Reducdo de pré-carga
Reducdo de pds-carga

2) Acao neuro-hormonal
Reducdo da angiotensina Il
Aumento da bradicinina
Reducdo da atividade simpatica
Reducdo da vasopressina
Reducdo da aldosterona
Reducéo da endotelina
Reducéo do PAI-1
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3) Acdo trofica
Reducdo da modelagem ventricular e vascular

4) Controle da sede

5) Efeito antitrombdtico
Reducéo de eventos cardiovasculares (AVE e IAM)

2.7.2 Enzima a-glicosidase

Os inibidores da a-glucosidase estdo entre os farmacos disponiveis para reducao da
glicose. A enzima a-glicosidase estéa localizada na borda em escova do intestino delgado e €
necessaria na quebra de carboidratos em monossacarideos absorviveis. Dessa forma, atrasam
a absorc¢éo de hidratos de carbono a partir do intestino delgado e, assim, promovem a reducéo
da glicemia pés-prandial e dos niveis de insulina. O objetivo da terapia oral em pacientes com
diabetes tipo 2 € chegar a normoglicemia para evitar complicacdes posteriores (retinopatia,
neuropatia, nefropatia e microangiopatia). Os farmacos como acarbose, voglibose e miglitol
sdo amplamente utilizados no tratamento de pacientes com diabetes tipo 2 (CETTO,
JIMENEZ & VAZQUEZ, 2008).

Adicionalmente, a familia das glicosidases promovem alteracfes de paredes celulares
bacterianas e vegetais e hidrolise de polissacarideos estruturais altamente insolGveis, como
quitina e celulose. As glicosidases estdo, paralelamente, envolvidas no processamento de
glicoproteinas e a regido oligossacaridica destes glicoconjugados desempenha fungdes
fundamentais nos processos biolégicos, como resposta imune, reconhecimento intercelular
(incluindo fertilizacdo), diferenciacdo celular, enovelamento, estabilidade e solubilidade das
proteinas, além dos processos patologicos, como cancer e inflamacdo (MELO &
CARVALHO, 2006).

A alfa-glicosidase € uma enzima que retarda a liberacdo de glicose a partir de
oligossacarideos por ser capaz de hidrolisar ligagdes 1,6-alfa-glucosidica quando a préxima

ligagdo da sequéncia 1,4. A alfa-amilase, produzida por animais, vegetais e microrganismos, é
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Uma enzima que hidrolisa ligagdes a-glicosidicas produzindo mono ou oligossacarideos a-
anoméricos (hidrélise) formando ligagdes glicosidicas a-1,4 ou a-1,6 (transglicosilacéo).

Inibidores de a-glicosidases também tém sido estudados como potenciais agentes anti-
HIV, com grande influéncia no ciclo de replicacdo viral. A estrutura morfologica dos virus
HIV tipo 1 e 2 inclui proteinas estruturais e funcionais e um genoma de RNA protegidos por
uma capa externa, conhecida como envelope viral. O envelope é constituido por uma
bicamada lipidica e contém uma proteina complexa conhecida como env, que consiste das
glicoproteinas gp41, transmembrana, e gpl20, exposta & camada externa do envelope e
ancorada a gp41l. Glucosidases I e Il, envolvidas no processamento de GlcsMangGIcNAc, da
N-glicoproteina imatura na célula, participam da formagdo da glicoproteina gpl120,
responsavel pela interagdo do virus com os receptores CD4 dos linfocitos T4 (receptor
primario), etapa inicial fundamental no processo de infeccdo viral. A glicoproteina gp120
apresenta regides varidveis e conservadas de forma extensivamente glicosiladas,
representando verdadeiros alvos para ligacdo aos receptores primarios e neutralizacdo por
anticorpos liberados no processo de infeccdo (MELO & CARVALHO, 2006).

Nos ultimos anos, varios pesquisadores tém focado os inibidores da alfa-glicosidase de
plantas medicinais. Uma revisdo recente de compostos hipoglicemiantes cita as seguintes
espécies com capacidade de inibir a alfa-glicosidase: Rhizoma polygonati Odorati (Lilliaceae),
Syzygium malaccense L. Merrill &, L.M. Perry (Myrtaceae), Lobelia chinensis L.
(Campanulaceae), Nicandra physalodes L. (Solanaceae), Origanum majorana L.
(Lamiaceae), Lactuca indica L. (Compositae), Cuscuta reflexa Roxb (Convovulaceae) and
Hyssopus officinalis L. (Lamiaceae). Como conclusdo, 0s autores mencionam que 0S
flavondides e polifendis, assim como seus derivados de glicose demonstraram ser efetivos

inibidores da a-glicosidase (CETTO, JIMENEZ & VAZQUEZ, 2008).
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A maioria das plantas que sdo utilizadas como antidiabéticas, ao serem avaliadas
farmacologicamente, demonstra ter atividade hipoglicemiante e possuir constituintes quimicos
que podem ser utilizados como modelos para novos agentes hipoglicemiantes. O mecanismo
de acdo pelos quais as plantas baixam a taxa de glicose do sangue pode ser atribuido aos
seguintes fatores: aumento da liberacdo de insulina através da estimula¢do das células B-
pancredticas; resisténcia aos horménios que aumentam a taxa de glicose; aumento do nimero
e da sensibilidade do sitio receptor de insulina; diminuicdo da perda de glicogénio; aumento
do consumo de glicose nos tecidos e 6rgdos; eliminacdo de radicais livres; resisténcia a
peroxidacdo de lipideos; correcdo da desordem metabodlica causada em lipideos e proteinas e

estimulo ao aumento da microcirculagdo do sangue no organismo (NEGRI, 2005).
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3.1 Geral

Desenvolver produto seco por aspersdo a partir da solucdo extrativa aquosa obtida das

cascas do caule da espécie Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz var. ferrea.

3.2 Especificos

e Caracterizar a matéria-prima vegetal (cascas do caule) da L. ferrea visando o
estabelecimento de pardmetros para o controle de qualidade da droga vegetal;

e caracterizar a solugéo extrativa aquosa das cascas do caule da L. ferrea;

e avaliar a influéncia de adjuvantes de secagem sobre as caracteristicas fisico-quimicas e
tecnoldgicas dos produtos secos por aspersdo obtidos;

e caracterizar tecnologicamente o extrato seco por aspersdo e 0s produtos secos por
aspersdo da L. ferrea;

e desenvolver e validar metodologia analitica em cromatografia liquida de alta
eficiéncia para o controle de qualidade tanto da matéria-prima vegetal e produtos
elaborados a partir das cascas do caule da espécie L. ferrea;

e avaliar in vitro a inibicdo da enzima a-glicosidase e da enzima conversora de
angiotensina pelo extrato seco por aspersdo e pelos produtos secos por aspersdo

obtidos.
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4.1 MATERIAL

4.1.1 Equipamentos e acessorios

Agitador magnético Nova Etica, modelo 114;

Analisador de superficie e de tamanho de poros Micromeritics ASAP 2420;
Analisador de tamanho de particula Zetatrac Legacy S3500;

Balanca analitica BEL, preciséo de 0,02 mg;

Balanga analitica Shimadzu, modelo AY 220, preciséo de 0,01 mg;

Banho-maria Quimis, modelo 0334M-28;

Coluna cromatografica Phenomenex®, Gemini 5 C18 1104, 250 X 4,6mm;
Compactador automatico Varian®;

Cromatografo analitico a liquido de alta eficiéncia Shimadzu® modelo LC 20AT
proeminence, provido de duas bombas 2LC-10ADvp, forno de coluna modelo CTO
010ASvp, sistema de controle modelo CBM 20, degaseificador modelo DGU-20A5,
injetor automatico de amostras modelo SIL-20A, e detector com arranjo de diodos
(DAD) modelo SPD-M20A,

Espectrofotémetro UV-VIS, Shimadzu, modelo UV-1700 pharma spec;

Estufa com circulacdo e renovacéo de ar Solab, modelo SL102;

Liofilizador Vir-Tis, modelo 2KBTES;

Mufla Fanem, modelo 413;

Moinho de facas Tecnal;

Prensa hidraulica;

Rotavapor Tech Lab, modelo IKA RV10, com banho de agua modelo IKA HB10;

Sistema de filtragéo Milipore®;
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Tamisador Bertel®;
Torre de secagem por aspersdo Mini Spray Dryer (modelo MSD 1.0) da Labmaq do

Brasil.

4.1.2 Solventes e Reagentes

4-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo;

Acetonitrila grau HPLC (Tédia Brasil);

Acido acético glacial (CRQ);

Acido cloridrico 3N;

Agua destilada e agua deionizada em equipamento Milli-Q;
Dimetilsulfoxido;

Hidrdxido de sodio;

Metanol grau HPLC (J. T. Barker);

Orto-ftaldialdeido;

Tampéo fosfato 5 mM pH 8,0;

Tampéo fosfato de sddio 0,1 M, pH 6,9.

4.1.3 Adjuvantes farmacéuticos

Celulose microcristalina (Flocel® 101; nimero do lote 489; Gujarat Microwax
Limited);

Dioxido de silicio coloidal (Aerosil® 200; namero do lote HDKN-20; Wacker Chemic
Alemanha);

Goma arabica (namero do lote 06/0209; Proquimicos).
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4.1.4 Substéncias de referéncia (padrdes)

Acido galico (Sigma); nimero do lote G7384; Pureza de 97,5%;

Epicatequina (Sigma); nimero do lote 525952; Pureza de 95%.
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4.2 Métodos

O presente trabalho possui carater multidisciplinar e para sua execucdo foram
realizadas parcerias em varios laboratorios. Os ensaios de caracterizacdo do material vegetal,
preparacdo de solucdo extrativa, obtencdo de extrato seco e produtos secos por asperséo,
validacdo de metodologia analitica, bem como os testes bioldgicos in vitro foram realizados
no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica e Laboratério de Atividade Bioldgica da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM), Manaus/AM. A caracterizacdo tecnoldgica do
extrato e produtos secos foi realizada no Laboratorio de Tecnologia de Medicamentos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e Laboratorios de Microscopia Eletronica e
Nanotecnologia Farmacéutica do Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE),

Recife/PE.

4.2.1 Material vegetal

Cascas do caule da espécie vegetal Libidia ferrea foram coletadas em trés localidades

da cidade de Manaus (Tabela 4). A identificacdo boténica foi realizada no Instituto Nacional

de Pesquisas da Amazonia (INPA) e recebeu o cddigo de registro de nimero 228.022.

Tabela 4. Origem de coleta dos lotes 1, 2, 3 e 4 de L. ferrea

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
Data 21/12/2010 27/01/2011 27/01/2011 20/09/2010
Local INPA VS | INPA, BR-174, KM 42 | BR AM 104 | INPA, BR-174, KM 42

INPA= Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
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4.2.2 Obtencdo da matéria-prima vegetal

O material vegetal (Figura 4), logo ap6s a coleta, foi deixado a temperatura ambiente
por 48 horas e, posteriormente, levado a estufa com circulacdo forcada de ar a temperatura de
45 + 2°C por 7 dias. Ap6s secagem, as cascas foram submetidas & moagem em moinhos de
facas, com abertura de malha de 1 mm, obtendo-se a matéria-prima vegetal (MPV) de L.

ferrea.

Figura 4. Material Vegetal (cascas do caule) de Libidibia ferrea.

4.2.3 Caracterizacdo da matéria-prima vegetal (MPV)

4.2.3.1 Determinacéo de perda por dessecacao

Cerca de 2,0 g de MPV, exatamente pesados, foram colocados em pesa-filtros,
previamente tarados, e secados na temperatura de 105 + 2°C, por um periodo de 2 horas, em
seguida os pesa-filtros foram resfriados em dessecador por 30 minutos e pesados. Este
procedimento foi repetido até peso constante. Os resultados foram expressos em porcentagem

através da média de trés determinacdes (FARMACOPEIA, 2010).
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4.2.3.2 Teor de extrativos

A andlise foi realizada pesando-se, exatamente, cerca de 1,0 g da MPV, a qual foi
aquecida a ebulicdo com 100 mL de &gua durante 10 minutos. Apds resfriamento, foi
reconstituido o peso inicial com adigdo de &gua correspondente aquela evaporada. A solucdo
foi filtrada, desprezando-se os 20 mL iniciais. Em seguida, foram pesados, exatamente, cerca
de 20,0 g do filtrado, em pesa-filtro, previamente tarado, evaporando-se até a secura em
banho de &gua fervente. O residuo foi colocado na estufa a temperatura de 105 + 2°C por 2
horas. Em seguida, foi resfriado em dessecador por 20 minutos e pesado. Este procedimento
foi realizado até a obtencdo do peso constante. O teor de extrativos (TE) foi calculado como
percentual ponderal pela média de trés determinagdes segundo a equacdo (1)

(BUNDESVEREINIGUNG, 1986).

L Ty 1)

_(my P%
m (mxloo)

Onde: TE = Teor de extrativos (%, m/m); g = massa do residuo seco (g); Fator de Diluicéo =
constante (FD = 5); m = massa da amostra inicial (g); pd = perda por dessecacdo da amostra

(%, m/m).
4.2.3.3 Determinacdo de cinzas totais
Cadinhos de porcelana foram calcinados, previamente, em mufla a 450°C por 30

minutos. A seguir, foram resfriados em dessecador, por 30 minutos, e determinado 0 peso em

balanca analitica. Posteriormente, cerca de 3,0 g da MPV, exatamente pesados, foram
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acondicionados nos cadinhos previamente calcinados. Em seguida o conjunto foi levado a
mufla a 450°C onde permaneceram até a queima completa da amostra obtendo-se cinzas
brancas. O conjunto foi, entdo, resfriado em dessecador por 30 minutos, seguido de pesagem.
O processo de aquecimento, resfriamento e pesagem do conjunto foi repetido com intervalos
de 2 horas, até atingir peso constante. As cinzas obtidas foram determinadas pela média de

trés determinacdes (FARMACOPEIA, 2010).

4.2.3.4 Andlise granulométrica por tamisacao

Amostra, exatamente pesada, de 50 g da MPV foi submetida a passagem forcada por
vibracdo, atraves de tamises com aberturas de malhas de 1,00; 0,800; 0,710; 0,600; 0,500;
0,400; 0,330; 0,250 mm e coletor, utilizando tamisador a 60 vibragdes/minuto, durante 15
minutos. Apds este processo, as fragdes retidas, nos tamises e coletor, foram pesadas em
balanca analitica e os dados analisados por método grafico, construindo-se curvas de retencao
e passagem, e histograma de distribuicdo, a fim de se obter o didmetro médio de particulas e a
amplitude granulométrica do po, respectivamente. Os resultados obtidos correspondem a

média de trés determinacdes (VOIGT, 2000).

4.2.4 Preparacdo e caracterizacdo da solucdo extrativa

A solucdo extrativa aquosa foi obtida por infusdo a partir da MPV, por 15 minutos,

numa relacdo droga:solvente de 7,5:100 (m/v). Posteriormente, a solucdo foi caracterizada

conforme os ensaios discriminados abaixo.
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4.2.4.1 Determinacdo de residuo seco

Uma aliquota de 20,0 ml da solucdo extrativa foi exatamente pesada, diretamente em
pesa-filtro, previamente tarado e evaporada até secura em banho-maria, sob agitacdo
ocasional. Apds evaporacgdo da solugdo extrativa, o pesa-filtro contendo o residuo foi levado a
estufa 105°C + 2°C até peso constante. O resultado foi expresso pela média e desvio padrao de

trés determinacdes (BUNDESVEREINIGUNG, 1986).

4.2.4.2 Determinagdo de densidade relativa

Esta analise foi realizada em picndmetro de 25 mL, previamente calibrado atraves da
afericdio do mesmo vazio e contendo agua. Em seguida, foi determinada a massa do
picndmetro contendo a solucdo extrativa. A densidade foi expressa pela média e desvio

padréo de trés determinacdes e calculada segundo a equacéo (2) (FARMACOPEIA, 2010).

m
dos =—= @

rnHZO

Onde: d = densidade relativa; ms= massa de solucédo extrativa; my.o = massa da agua a 25 °C.

4.2.4.3 Determinacéo do pH

O pH foi determinado utilizando-se cerca de 10,0 mL da solucdo extrativa, em

peagametro previamente calibrado. O resultado foi expresso pela média de seis determinacdes

(FARMACOPEIA, 2010).
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4.2.4.4 Anélise do teor de taninos totais (HARTKE & MUTSCHLER, 1987; MARTINS,

1998; SOARES et al., 2006)

Determinacdo de polifendis totais: os teores de polifendis totais foram obtidos por diluicdo

de 2,0 mL da solucéo extrativa em 100,0 mL de agua destilada (solugdo mée). Posteriormente,
foi diluido 6,0 mL da solucdo mde em 25,0 mL de agua destilada a fim de se obter uma
solucdo de analise com concentracdo de 4,8 upL/mL. A absorvancia foi medida no

comprimento de onde de 264 nm em espectrofotdmetro UV-visivel.

Determinacdo de fracdo ndo-tanante: 150 mg de caseina foi adicionada a 10,0 mL da
solucdo mae, preparada conforme descrito anteriormente. A mistura foi agitada em agitador
magnético, durante 01h e, em seguida, filtrada com papel filtro. A solucdo de anlise foi
obtida através da dilui¢do de 2,0 mL do filtrado para 10,0 mL de agua destilada. A leitura foi
realizada conforme descrito na determinacdo de polifendis totais.

O teor de taninos totais foi calculado através da diferenca entre o teor de polifendis totais

e da fracdo ndo-tanante, conforme as equacdes abaixo:

Al- FD .
PT :—Affm m—p) (3) ENT = A2-FD (4)

%

cm'(m_p)

TT=PFT—FNT (5)

Onde: PT = polifenois totais (g%); FNT = fracdo ndo-tanante (g%); TT = taninos totais (g%);
Al = absorbancia de polifendis totais; A2 = absorbancia da fracdo ndo-tanante; FD = fator de

diluicdo; m = massa de matéria-prima vegetal (g); p = perda por dessecacdo de matéria-prima

% —
cm

vegetal (9); coeficiente de absorgdo do &cido gélico.
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O ensaio foi realizado em triplicata e o resultado expresso como média e desvio

padréo.

4.2.4.5 Determinagdo do perfil por cromatografia liquida de alta eficiéncia da solucdo

extrativa

A partir das solucGes extrativas aquosas, oriundas das MPV (Lote 1, 2, 3 e 4), foram
realizadas dilui¢Ges para obter a concentragdo de 400 uL/mL, para todos os lotes, a fim de se
observar e comparar o perfil cromatografico dos lotes estudados. Posteriormente, estas
solugdes foram filtradas através de membrana de porosidade 0,45 pum e depositadas em
frascos para injecdo no cromatografo conforme método cromatografico validado descrito no

item 4.2.7.

4.2.5 Obtencéo e desenvolvimento de produtos secos por aspersao de L. ferrea

A influéncia de diferentes tipos de adjuvantes farmacéuticos sobre as caracteristicas
dos produtos secos produzidos a partir da solucéo extrativa aquosa das cascas do caule de L.
ferrea foi estudada através de um delineamento fatorial qualitativo do tipo 2°. Os fatores
qualitativos estudados foram os adjuvantes de secagem: didxido de silicio coloidal (Aerosil®

200), celulose microcristalina (Flocel® 101) e goma arabica (Tabela 5).
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Tabela 5. Planejamento fatorial 2° para a producéo dos produtos secos

Fatores Niveis (%)
A: Celulose Microcristalina (Er_)) fo
B: Dioxido de Silicio Coloidal (i')) "
C: Goma arabica ((+))%

As caracteristicas utilizadas como resposta para avaliacdo dos efeitos dos fatores
foram: umidade residual, densidade aparente e resposta bioldgica de ensaio in vitro.

Foram preparados lotes correspondentes a secagem de um litro de solucdo extrativa
para cada um dos oito experimentos obtidos, sendo os mesmos ordenados ao acaso e sem
reposicédo (Tabela 6).

Tabela 6. Descricdo do planejamento fatorial 23 utilizado para a preparacdo dos produtos
secos de L. ferrea

Experimento Denominacdo | Combinagdes Fator e nivel
(n®) Fator A Fator B Fator C
1 ESA 1 - - -
2 PSA-1 a + - -
3 PSA-2 b - + -
4 PSA-4 ab + + -
5 PSA-3 C - - +
6 PSA-6 ac + - +
7 PSA-5 bc + +
8 PSA-7 abc + + +

Quando todos os fatores estudados estdo no nivel inferior (experimento 1) obtém-se
um produto seco sem adjuvante, o qual se convencionou chamar de extrato seco por aspersdo
(ESA) e os demais produtos, contendo adjuvante, chamaram-se de produtos secos por
aspersdo (PSA) com diferentes numeracOes, referentes aos tipos e concentracbes de
adjuvantes.

Os adjuvantes de secagem foram adicionados em proporcdo ponderal calculada sobre

0 residuo seco da solucdo extrativa. O material a ser seco foi mantido sob agitacdo, com
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auxilio de agitador magnético, durante todo o procedimento de secagem, com o intuito de
obter um produto com caracteristicas homogéneas. Os ESA e PSA foram adicionados em
frascos opacos, a fim de protegé-los da luz. As condic¢des operacionais de secagem que foram

utilizadas estdo descritas na tabela 7.

Tabela 7. CondicOes operacionais de secagem da solucdo extrativa aquosa de cascas do caule
de L. ferrea

Parametros Valores
Temperatura de entrada 140°C
Temperatura de saida 90 + 3°C
Fluxo de alimentagéo 6,5 mL/min
Diametro do aspirador 1,0 mm

4.2.6 Caracterizagéo fisico-quimica dos PSA de L. ferrea

4.2.6.1 Rendimento operacional

O rendimento operacional foi determinado pela pesagem do produto obtido no final da

secagem e comparacdo com o teor de solidos esperado.

4.2.6.2 Avaliacdo das caracteristicas macroscopicas

As caracteristicas macroscopicas foram avaliadas pela observacdo visual da cor e

aspecto do produto (CARVALHO, 1997).

Leidyana Moraes da Costa



Capitulo 4 — Material e Métodos 69

4.2.6.3 Umidade residual

A umidade residual foi determinada por método gravimétrico, utilizando-se estufa a

105°C, o ensaio foi realizado em triplicata (FARMACOPEIA, 2010).

4.2.6.4 Andlise microscépica das particulas dos PSA por microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV - FEI modelo Quanta 200 FEG) foi
realizada apoOs prévia metalizagdo, em metalizador modelo LEICA EM SCD 500, dos PSA

com um filme de ouro. Os aumentos escolhidos para a visualizagdo foram 2000x e 15000x.

4.2.6.5 Andlise de distribuicdo do tamanho de particulas

A analise de distribuicdo do tamanho de particulas foi realizada por espalhamento de
luz (granulometria a laser) por via Umida no aparelho Zetatrac Legacy S3500. Para esta
analise foram pesados 7,25 g dos PSA produzidos. A massa pesada foi determinada através de
pré-ensaios onde foi avaliada a sensibilidade de leitura do aparelho. Posteriormente,
adicionaram-se 10 mL de alcool isopropilico aos PSA analisados e, em seguida, os frascos
contendo as suspensdes foram submetidos a um banho de 4gua em ultrassom por dois minutos

e ao final foram injetados no aparelho Zetatrac Legacy S3500.

4.2.6.6 Andlise da area superficial e tamanho de poros das particulas

A medida de area superficial especifica e as isotermas foram obtidas por adsorcdo

fisica de nitrogénio sobre 0s PSA, pelo método Brunauer-Emmett-Teller (BET). Este método

baseia-se na determinacdo do volume de nitrogénio liquido adsorvido a diversas pressdes
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relativas, na temperatura do nitrogénio liquido (77 K), a pressoes relativas (P/Po) no intervalo
de 0,01 a 0,9. Para a realizacio deste ensaio, foi utilizado um Analisador de Area Superficial e
Tamanho de Poros Micromeritics ASAP 2420, munido de software para determinar a &rea
superficial (SBET), porosidade (tipo de poro e distribuicdo do tamanho de poro) e volume
total de poros (método Barret-Joyner-Halenda, BJH). Foram pesados cerca de 200 mg dos
PSA e estes foram degasificados por 24 horas a 110°C para remover impurezas adsorvidas no

interior dos poros e na superficie do material.

4.2.6.7 Avaliacdo da densidade bruta e de compactacéo, fator de Hausner, indice de Carr e

indice de densificacao

Os volumes brutos e de compactacdo foram medidos em um aparato dotado de uma
proveta de 5,0 mL fixada em um compactador automatico Varian®, onde cerca de 0,75 g dos
PSA foram posteriormente vertidos, individualmente, numa proveta de 5 mL determinando-se
0 seu volume bruto (Vb) e, em seguida submetidos a 10 (V10), 500 (Vse0) € 1250 quedas
sequenciais. O ensaio foi continuado em sequéncias de 1250 quedas até que a diferenca entre
duas leituras subsequéntes fosse inferior ou igual a 0,1 mL, sendo este considerado como
volume de compactacédo (Vc) (CARR, 1965; HAUSNER, 1967; GUYOT, 1995).

A partir dos dados obtidos neste ensaio foram calculados, respectivamente, as
densidades brutas (db) e de compactacgéo (dc), o fator de Hausner (FH), indice de Carr (IC) e
o indice de densificacdo (ID) (equacdes 6, 7, 8, 9 e 10), representando a média de trés

determinacdes. Os resultados do indice de densificacdo foram extrapolados para massa de 100

g.
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Ma Ma dc dc—db
db:% dC:W FH :% IC = x100 ID= V19— V500
(6) ) (8) ©) (10)

4.2.7 Avaliagdo do comportamento em atmosfera com umidade controlada

Solugdo saturada com residuo sélido de nitrito de sodio anidro foi colocada em
dessecador, a fim de obter ambiente com umidade relativa de 65%. Amostras exatamente,
pesadas, de 500 mg, do ESA e PSA, foram colocadas em pesa-filtros sem tampas e
armazenados em dessecadores. O teste foi realizado com um nimero de quatro repeticdes e a
sorcdo de agua foi estimada através da pesagem das amostras nas primeiras 24 e 48 horas, e,
posteriormente, a cada 72 horas, por um periodo de 15 dias (CASADEBAIG, 1987; GAUDY

etal., 1991).

4.2.8 Validacdo de metodologia analitica para doseamento de constituintes polifendlicos de L.

ferrea por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

4.2.8.1 Condigdes Cromatogréaficas

Para a separacdo cromatogréafica foi utilizada como fase estacionaria coluna de fase
reversa Ci3. Como sistema de eluicdo foi empregado gradiente linear conforme tabela 8,
constituido de fase movel metanol e acido acético 0,5% (V/V). As andlises foram realizadas

empregando fluxo de 0,8 mL/min, volume injetado de 20 pL e deteccdo a 275 nm.
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Tabela 8. Gradiente de eluicdo do sistema cromatogréafico para L. ferrea

Tempo (min.) Metanol (%) Acido acético 0,5% (V/V) (%)
0 20 80
10 40 60
20 60 40
30 60 40
40 40 60

4.2.8.2 Identificacdo dos picos

Os picos dos cromatogramas foram identificados através da comparagdo com o tempo
de retencéo e area do padrédo acido galico e epicatequina no comprimento de onda de 275 nm.

A quantificacdo foi feita por integracéo dos picos usando o0 método do padréo externo.

4.2.8.3 Validacao do método

4.2.8.3.1 Curvas analiticas das substancias de referéncias e extrato seco

As curvas de calibracdo foram obtidas em trés dias consecutivos, conforme descrito

abaixo:

Curva do &cido galico

A curva do acido galico foi preparada pesando-se exatamente 10,0 mg de acido galico

(padrdo) e dissolvendo em agua ultrapurificada em baldo volumétrico de 10 mL. A partir

desta solucdo foram realizadas dilui¢cGes para obter concentragdes de 2; 4; 6; 8 e 12 ug/mL.
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As solugdes foram filtradas através de membrana de porosidade 0,45 um e posteriormente

foram depositadas em frascos para injecdo no cromatdgrafo.

Curva da epicatequina

A curva da epicatequina foi preparada pesando-se exatamente 10,0 mg de epicatequina
padrdo e dissolvendo em agua ultrapurificada:metanol (1:1 v/v) em baldo volumétrico de 10
mL. A partir desta solucdo foram realizadas diluicdes para obter concentracdes de 14; 28; 40;
54 e 70 pg/mL. As solugdes foram filtradas através de membrana de porosidade 0,45 um e

posteriormente foram depositadas em frascos para injecdo no cromatégrafo.

Curva de calibragdo do extrato seco (ESA)

A curva do extrato seco foi preparada pesando-se cerca de, exatamente, 250,0 mg do

ESA dissolvidos em agua ultrapurificada em baldo volumétrico de 250 mL. A partir desta

solucdo foram realizadas dilui¢cbes para obter concentraces de 200; 400; 600; 800 e 1000

ug/mL. As solugdes foram filtradas através de membrana de porosidade 0,45 pum e

posteriormente foram depositadas em frascos para injecdo no cromatégrafo.

4.2.8.3.2 Parametros de validagédo

Linearidade

A linearidade foi determinada através da analise da regressao linear pelo método dos

minimos quadrados dos pontos médios de trés curvas de calibragdo obtidas para as
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substancias de referéncias e extrato seco. Os resultados foram expressos pelo coeficiente de
regressdo linear, limites de confianga no ponto de intersecdo e pelo coeficiente de inclinagdo

da reta.

Precisdo

A precisdo do método foi avaliada levando em consideracdo a repetibilidade e a
precisdo intermediaria. Para avaliar a repetibilidade analitica da metodologia empregada na
analise, preparou-se uma amostra que foi injetada em sextuplicata no mesmo dia, nas mesmas
condicdes cromatograficas e pelo mesmo analista. No caso da precisdo intermediaria foram
preparadas 3 amostras na mesma concentracao, avaliadas em 3 dias diferentes e injetadas em

triplicata. Os resultados foram expressos como coeficiente de variacao.

Exatiddo

A exatiddo foi avaliada em termos de recuperacdo através do método de adicéo
padrdo. Quantidades conhecidas de acido galico e epicatequina (6,40 e 34,25 ug/mL,
respectivamente) foram adicionadas em triplicata a uma aliquota da solucdo do extrato seco
na concentragdo de 600 pg/mL. O ensaio foi realizado obedecendo a faixa de linearidade da
metodologia. A exatiddo foi expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracao tedrica correspondente, de acordo com equacéao 11.

ConcentragaoMeol |aExE) e_rlmental x100 (11)
ConcentragéoTeorica

Exatidao =
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Limite de detecgéo (LD) e limite de quantificacéo (LQ)

Os limites de detec¢do e de quantificacdo foram determinados através da relagdo entre
0 desvio-padrdo da curva analitica e o coeficiente angular, usando-se o fator multiplicador
apropriado, conforme sugerido na RE n° 899/03 (Brasil, 2003). Estes parametros, LD e LQ
foram calculados de acordo com as equacges (12) e (13) respectivamente, (USP, 1995; Brasil,
2003).

LD = DPa x 3/IC (12)

LQ = DPa x 10/IC (13)

Onde, DPa ¢ o desvio-padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas
de calibragé@o construidas contendo concentracdes do farmaco préximas ao suposto limite de

quantificacdo. IC é a inclinagdo da curva de calibracao.

4.2.9 Avaliacdo de inibicdo enzimatica da a-glicosidase e da enzima conversora de

angiotensina in vitro dos PSA

4.2.9.1 Inibigdo da a-glucosidase

A inibicdo da a-glucosidase foi determinada pelo método modificado de Cetto,
Jiménez & Vézquez (2008), cujo principio baseia-se na degradag¢do do substrato cromégeno
4-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo e formagdo de 4-nitrofenol. Neste ensaio, a acarbose na
concentragdo de 2 mg/mL foi utilizada como droga padrdo e o dimetilsulfoxido (DMSO) foi
utilizado como controle negativo. As dilui¢cdes do extrato foram realizadas utilizando 4gua

destilada. Em contrapartida, a enzima a-glicosidase obtida de Saccharomyces cerevisae E.C
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3.2.1.20 (Sigma Aldrich Chemical) e o substrato cromogeno 4-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo
foram diluidos em tampao fosfato de s6dio 0,1 M, pH 6,9.

A metodologia foi executada utilizando 20 uL de tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH
6,9 juntamente com extrato de L. ferrea nas concentragdes de 0,0064; 0,032; 0,16; 0,8; 4 e 20
pHg/mL, os quais foram incubados a 37°C por 5 minutos com 180 pL da enzima a-glicosidase
(Sigma Aldrich Chemical). Posteriormente, adicionou-se 100 pL do substrato cromégeno 4-
nitrofenil-a-D-glicopiranosideo e efetuou-se a primeira leitura (Al) em absorbancia de 405
nm. A leitura final (A2) na mesma absorbancia foi realizada depois de 15 minutos em estufa a
37°C. A acarbose, usada como droga inibidora padrao, foi trabalhada nas mesmas condigdes

experimentais. Para o calculo da inibicao foi utilizada a equagao 14:

% inibicdo = 100 - (A2 — Al amostra/ A2 — Al controle negativo) x 100 (14)

Onde: Al= absorbancia da leitura inicial; A2 = absorbancia da leitura final.

4.2.9.2 Inibicdo da enzima conversora de angiotensina

A inibicao da enzima conversora de angiotensina (ECA) foi determinada pelo método
fluorimétrico indireto, descrito por Friedland e Silverstein (1976). A solucdo da ECA foi
obtida como um extrato acetdonico do pulmao de coelho, sendo esta adquirida comercialmente
(Sigma Aldrich Chemical, USA) na concentragdo de 100 mg/mL em tampao fosfato 5 mM pH
8,0. A inibi¢do da atividade foi determinada pela inibicdo da liberagdo do peptidio L-histidil-
L-leucina (His-Leu) 0,027 mg/mL em tampao, formado apds hidrolise de um subtrato
tripeptidico sintético Hipuril-L-histidil-L-leucina (Hip-His-Leu). Ao dipeptideo His-Leu
formado foi adicionada uma substancia fluorescente denominada de orto-ftaldialdeido na

concentragdo de 2% em metanol e a fluorescéncia resultante foi quantificada em fluorimetro
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(excitagao = 360 nm e emissao = 500 nm).

A metodologia foi executada adicionando 10 pL. do ESA e dos PSA de L. ferrea na
concentragdo 100 pg/mL (pogo teste), 10 uL. do tampao fosfato (controle negativo) e 10 uL de
solugdo de captopril (controle positivo) para posteriormente serem adicionados 40 pL da
solugdo enzimatica. Apds 5 minutos de incubagdo a 37°C foi adicionado 50uL do His-Leu e
incubado por uma hora a 37°C e em seguida foi adicionado 150 pL de hidroxido de s6dio 5 M
e 15uL de orto-oftaldialdeido a 2% (v/v) e incubado por 30 minutos no escuro a temperatura
ambiente para posterior adicdo de 50 uL de acido cloridrico 3N e incubado por mais trinta
minutos no escuro. Apds, foi efetuada a centrifugacdo da microplaca a 2000 rpm por 10
minutos € 200 uL. do sobrenadante obtido foram transferidos para uma placa escura para
leitura no Leitor de Elisa (DTX 800, Multimode Detector, Beckman Coulter) em excitacao =
360 nm e emissdo = 500. A inibi¢do foi determinada pela diferenga entre amostras contendo
ou ndo o agente inibidor e comparada com o captopril, inibidor padrao. Para o calculo da

inibicao foi utilizada a equagao 15:

% inibicao = 100- (A2 amostra /A2 controle negativo) x 100 (15)

Onde: A2 = absorbancia da leitura final.

4.2.10 Anélise estatistica

Os dados obtidos nos experimentos foram interpretados com auxilio de ferramentas
estatisticas aplicaveis em cada caso, tais como ANOVA one way seguida de teste de Tukey,
ANOVA multivariada e andlise de regressdao multipla, com auxilio de software Microsoft

Excel ®, Statistica® e SigmaStat®.
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5.1 Caracterizacdo da matéria-prima vegetal (MPV) de Libidibia ferrea

Os resultados de caracterizacdo da MPV (Tabela 9) demonstram que todas as
matérias-primas estudadas apresentaram umidade residual apropriada para 0 armazenamento
que, de acordo com a literatura, deve esté na faixa de 8 a 14% de umidade (FARMACOPEIA,
2010). Porém, héa diferencas significativas (p<0,05) nos parametros analisados. Tal fato pode
ser justificado pelas distintas épocas e locais de coleta do material vegetal.

O valor do teor extrativo foi satisfatorio, para todas as amostras, demonstrando assim
que &gua parece ser um excelente solvente extrator para esta espécie. De um modo geral, ha
uma quantidade consideravel de cinzas totais no caule da espécie L. ferrea, o que pode ser
explicado pela presenca de sais inorganicos no material vegetal (FRASSON,
BITTENCOURT & HEINZMANN, 2003).

Com relacdo a granulometria dos poés, praticamente, ndo houve diferenca entre as
matérias-primas vegetais, sendo um fato esperado uma vez que todas as amostras foram
submetidas ao mesmo processo de cominuicdo. A analise granulométrica das amostras
demonstrou que mais de 20 % das particulas dos lotes 2, 3 e 4 (Figura 5B, 5C e 5D,
respectivamente) apresentaram granulometria acima de 1000 pum, com didmetro meédio de
particulas em torno de 850 um (Figura 6B, 6C e 6D, respectivamente). O lote 1 apresentou
mais de 20 % particulas na faixa granulométrica compreendida entre 710 a 850 um com
diametro médio de particulas de 780,27° + 19,45 (Figura 5A e 6A, respectivamente). O
elevado diametro de particula pode ser justificado pela caracteristica do material vegetal, ou
seja, as cascas apresentam rigidez que apds o processo de moagem geram particulas de

tamanho maior.
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Tabela 9. Caracterizacao fisico-quimica das MPV das cascas do caule da espécie L. ferrea

. Dados experimentais
Paréametros S

X ts
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
Perda por 848°+020 | 829°+011 870 +005 | 10,57%+0,02
dessecacdo (g%)
Teor de

b a c R
extrativos () | 2070016 | 2397°%057 | 1019°4006 | 2497°£0,18

Teor de cinzas

c bc a ab
totais (g%) 5,37°£0,09 5,83+ 0,09 8,08% + 0,96 7,48%°+0,87

Diametro médio

(um) 780,27° + 19,45 | 871,03% + 43,51 | 843,80%° + 22,86 | 839,90% + 14,32

Médias seguidas da mesma letra na linha ndo se diferenciam estatisticamente pelo teste de
Tukey a=0,05

FRASSON, BITTENCOURT & HEINZMANN (2003) realizaram a caracterizagdo
fisico-quimica das cascas do caule de L. ferrea de uma amostra coletada em Santa Maria/Rio
Grande do Sul. Os resultados obtidos no trabalho (Tabela 10) mostram-se inferiores quando
comparados com as amostras coletadas em Manaus/Amazonas (Tabela 9). Esses dados séo
valiosissimos, uma vez que estudos com o maior nimero de amostras, de procedéncias
diferentes, possibilitam a obtencdo de valores para os parametros fisico-quimicos que sejam
representativos para a espécie, corroborando para a elaboracdo de uma monografia da casca

do caule da espécie L. ferrea.

Tabela 10. Ensaio de controle de qualidade das MPV das cascas do caule da espécie L. ferrea
oriunda de Santa Maria/RS (FRASSON, BITTENCOURT & HEINZMANN, 2003)

Parametro fisico-quimico Dado experimental
Perda por dessecacdo (g%) 5,54
Teor de cinzas totais (g%) 5,31
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Figura 5. Distribuicdo granulométrica dos lotes: 1 (A), 2 (B), 3 (C) e 4 (D) da espécie L.

ferrea.
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Figura 6. Representacdo grafica do diametro médio de particula empregando as curvas de
retencdo (FR) e passagem (FP) dos lotes: 1 (A), 2 (B), 3 (C) e 4 (D) da espécie L. ferrea.
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5.2 Desenvolvimento e caracterizacéo da solugéo extrativa

Os ensaios realizados para a caracterizacdo fisico-quimica da solucéo extrativa (SE)
foram limitados aqueles usualmente empregados em pesquisa tecnoldgica desta natureza e,
exclusivamente, para o lote 2 sendo este selecionado para a produgéo dos produto secos por
aspersao por apresentar caracteristicas fisico-quimicas e perfil cromatografico em CLAE mais
favoraveis em relacdo aos demais lotes.

No que tange a determinacdo de substancias de referéncia do material vegetal, foi
investigado o teor de taninos totais, 0s quais se encontram acima dos valores descritos na
literatura para esta espécie, cuja concentracdo citada na literatura € de, no maximo, 9,2 g%
(FRASSON, BITTENCOURT & HEINZMANN, 2003). No entanto, vale ressaltar que 0s
lotes analisados demonstraram teores de taninos totais, estatisticamente, diferentes entre si
ratificando a influéncia das condigdes de plantio e local de coleta sobre o contetido quimico

da espécie vegetal (tabela 11).

Tabela 11. Analise comparativa do teor de taninos totais das solucdes extrativas aquosas
oriundas de diferentes lotes de cascas do caule de L. ferrea

Dados experimentais
Taninos Totais X s (CV %)
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
TT (g%) 7,23% + 0,007 40,25°+ 0,420 | 31,76+ 0,070 | 10,36+ 0,010
gvo (0,107) (1,050) (0,240) (0,150)

Médias seguidas da mesma letra ndo se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tuckey
0=0,05.

Observa-se, no presente trabalho, valores de teores de taninos totais consideravelmente
superiores ao valor encontrado por FRASSON, BITTENCOURT & HEINZMANN (2003), na

amostra de Santa Maria, que foi de 0,0208 g%, tal fato pode ser justificado por diferencas na
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técnica de analise empregada por cada grupo de pesquisa, bem como, origem do material
vegetal.

Nas figuras 7A e 7B podem ser observados os perfis cromatogréficos, em 275 nm, das
solugdes extrativas oriundas de diferentes lotes de material vegetal, ratificando a influéncia
dos fatores edafoclimaticos no perfil das substancias presentes no material vegetal e maior

concentracdo de contetdo quimico no lote 2.
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Figura 7A. Perfil cromatografico das solucdes extrativas oriundas dos lotes 1 (A) e 2 (B).
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Figura 7B. Perfil cromatografico das solugdes extrativas oriundas dos lotes 3 (C) e 4 (D).

Na tabela 12 estdo discriminados os resultados da caracterizacéo fisico-quimica para a

solucdo extrativa aquosa do lote 2.
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Tabela 12. Caracterizagdo fisico-quimica da solucdo extrativa aquosa do lote 2 produzida a
partir das cascas do caule de L. ferrea

. .. . Dados experimentais
Parametro fisico-quimico S
X £5(CV %)
pH 4,36 + 0,020 (0,52)
Densidade 1,007 £ 0,006 (0,01)
Residuo seco (g%) 1,175 £ 0,003 (0,33)
Taninos Totais (g%) 40,25 + 0,420 (1,05)

Devido a comprovada influéncia do pH sobre a estabilidade de solucdes extrativas
vegetais e sua composicdo quimica, a sua determinacao é fundamental para inferéncias sobre
a qualidade do produto (SOARES et al., 1998). A solucdo extrativa aquosa das cascas do
caule de L. ferra possui natureza acida e densidade relativa semelhante a agua destilada, o que
era esperado, por ser este o solvente de extragéo.

O valor do residuo seco é um parametro que pode ser empregado como medida para
avaliacdo da eficiéncia de extracdo do solvente, sem considerar, geralmente, a extracédo
especifica de uma classe de substancias ou de substéncias isoladas. No caso da preparacdo de
extratos secos, este parametro é empregado também para o célculo das concentragdes de
adjuvantes a serem empregados na secagem. De acordo com o resultado, a solugédo extrativa
aquosa do lote 2 de L. ferrea apresenta um baixo teor de sélidos soluveis (RS = 1,17 g%), o

que pode significar baixo rendimento na operacao de secagem.

5.3 Obtencao e caracterizacao do extrato seco (ESA) e dos produtos secos por aspersao

(PSA)

Os PSA foram obtidos através da secagem da solucdo extrativa aquosa das cascas do
caule de L. ferrea do lote 2 sem e com adjuvantes tecnolégicos (Aerosil® 200, Flocel® 101 e

goma arabica) realizada em mini spray-dryer. Para facilitar o entendimento, convencionou-se
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chamar o produto oriundo da solugdo extrativa sem adjuvante de extrato seco por aspersao

(ESA) e com adicéo de adjuvante de produto seco por aspersao (PSA).

Observou-se que, de um modo geral, os adjuvantes adicionados a solucdo extrativa

proporcionaram uma boa estabilidade fisica, mantendo o aspecto de pé extremamente fino e

solto. Os PSA obtidos mostraram-se diferentes quanto ao aspecto macroscopico (Tabela 13).

Os PSA com adicdo de 20% de Aerosil® 200 e suas combinagbes apresentaram-se

extremamente finos, sem aglomeracgdes e de coloragdo mais clara em relacdo ao extrato seco

sem adjuvante e aos demais produtos secos, 0s quais apresentaram, também, tendéncia a

aglomeracéo (Figura 8).

Tabela 13. Aspectos macroscopicos do ESA e dos PSA

Amostra Aspecto macroscopico

ESA fino com aglom_era(;()es,_de cor marrom médio, com odor bastante caracteristico e
levemente adocicado (Figura 8A).

PSA-1 extremafngnte fino sem aglome_ra(;(")es, Qe cor marrom escuro, com odor bastante
caracteristico e levemente adocicado (Figura 8A).

PSA-2 fino sem aglom_era(;()es,_de cor marrom clara, com odor bastante caracteristico e
levemente adocicado (Figura 8 A).

PSA-3 fino com aglomfarag(")es,_de cor marrom médio, com odor bastante caracteristico e
levemente adocicado (Figura 8 B).

PSA-4 fino sem aglom_erag(”)es,_de cor marrom clara, com odor bastante caracteristico e
levemente adocicado (Figura 8 B).

PSA 5 extrema[ngnte fino sem aglom(?rac;()es, _de cor marrom clara, com odor bastante
caracteristico e levemente adocicado (Figura 8 B).

PSA 6 fino com aglom_eragf)es,_ de cor marrom clara, com odor bastante caracteristico e
levemente adocicado (Figura 8 C).

PSA 7 extremamente fino sem aglomerac6es, de cor marrom clara, com odor bastante

caracteristico e levemente adocicado (Figura 8 C).
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©

Figura 8. Aspecto macroscdpico dos produtos secos por aspersdo obtidos a partir de solugédo
extrativa aquosa das cascas do caule do lote 2 da espécie L. ferrea.

Com relagdo ao rendimento operacional (Tabela 14), o PSA produzido somente com

Aerosil® 200 (PSA-2) apresentou rendimento superior quando comparado aos demais
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adjuvantes e suas combinagOes, fato provavelmente relacionado com a menor aderéncia,
proporcionada por esse adjuvante, das particulas as paredes de secagem durante a
nebulizacdo. No entanto, de um modo geral, os adjuvantes adicionados a solucdo extrativa
ndo contribuiram para um rendimento superior quando comparado ao extrato seco sem
adjuvante, contradizendo a literatura, uma vez que os adjuvantes de secagem, geralmente,
aumentam o rendimento operacional (VASCONCELOS et al., 2005). Fato semelhante foi
observado por BARAKAT (2011), constatando que a secagem por aspersdo de solucéo
extrativa aquosa, obtida a partir da entrecasca dos frutos secos de L. ferrea, sem adjuvante
farmacéutico gerou maior rendimento tecnologico quando comparado ao rendimento da

solucéo extrativa adicionada de Aerosil® 200 ou Flocel® 101.

Tabela 14. Rendimento de secagem e umidade residual do ESA e dos PSA obtidos

Tipo g P Rl T
ESA 82,91 6,67 £ 0,26
PSA-1: com Flocel® 101 60,92 6,35 £ 0,07
PSA-2: com Aerosil® 200 67,28 4,27 £ 0,23
PSA-3: com goma rabica 64,31 589+0,16
PSA-4: com Aerosil® 200 + Flocel® 101 47,09 5,56 + 0,01
PSA 5: com Aerosil® 200 + goma arabica 55,11 591+0,12
PSA 6: Flocel® 101 + goma arabica 63,16 4,90 £ 0,14
ggrﬁa Z\:rétc)ci)cn; Aerosil® 200 + Flocel® 101 + 45.34 372 40,16

No entanto, ao se objetivar a producdo de uma forma farmacéutica sélida, tal como
comprimidos e capsulas, com alta carga de componente ativo com caracteristicas tecnolédgicas
desfavoraveis, como é 0 caso dos extratos secos vegetais, constata-se a necessidade da adicdo
de adjuvantes na formulacdo para que esta forma farmacéutica sélida apresente caracteristicas

tecnologicas adequadas. Os adjuvantes sdo responsaveis pela formacdo de pontes que
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manterdo as particulas da formulagdo unidas ap6s processos fisicos como a compressdo
impedindo aderéncia do produto as superficies do maquinério, pelo processo de desintegracao
e pela cedéncia dos ativos, entre outras fun¢es (SPANIOL, 2007).

O valor obtido de umidade residual para o ESA e para os PSA (Tabela 14) apresentou-
se dentro do preconizado pela literatura de, no maximo, 7% para produtos secos em geral
armazenados em condi¢cbes ndo herméticas (CARVALHO, 1997; SOARES, 2002;
OLIVEIRA, 2008), porém, acima do limite méximo de 5% estabelecido pela Farmacopeia
(2010), com excec¢do dos PSA-2 (com Aerosil® 200), PSA-6 (Flocel® 101 e Goma Aréabica)
e PSA-7 (com Aerosil® 200, Flocel® 101 e goma arabica) que apresentaram teores de
umidade de 4,27; 4,90 e 3,72%, respectivamente. A comparacdo dos dados obtidos demonstra
que a composicao dos PSA, com e sem adjuvante de secagem, e a concentracdo desses podem
ser as causas das divergéncias dos resultados obtidos.

A andlise de variancia do planejamento fatorial utilizando a umidade residual dos PSA
como variavel dependente demonstrou que todos os fatores analisados foram significantes
(Tabela 15), sendo a presenca de Aerosil ® (Fator B) o mais importante, uma vez que a
presenca desse adjuvante culmina com diminuicdo da umidade residual dos produtos secos,
conforme pode ser visualizado no grafico de Pareto (Figura 9). Além disso, verificam-se
interacdes significativas entre os fatores AC e BC, onde a presenca de goma ardbica no
produto seco contendo Flocel® 101 (PSA-6) diminuiu o teor de umidade, uma vez que a
goma arabica possui menor poder sortivo que a celulose microcristalina, enquanto a presenca

de goma ardbica no Aerosil® 200 aumenta o teor de agua (PSA-5).
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Tabela 15. Andlise de variancia dos fatores principais e interacbes para a umidade dos
produtos secos

FATORES GL QM Fcalculado p
A (Avicel ®) 1 1,599535 8,46762* 0,009755
B (Aerosil ®) 1 7,036905 37,25196* 0,000012
C (Goma Arébica) 1 1,990666 10,53819* 0,004750
INTERACAO
AB 1 0,103317 0,54694 0,469661
AC 1 5,854872 30,99452* 0,000034
BC 1 1,483567 7,85371* 0,012242
Erro 17 0,188900
Total 23

: // /9@%5344
ac // e
o /// ///%@6
A //%Qg%sgz
” //// SWiaar
ae //7&,%39 |

p=,05

Efeitos Estimados (valor absoluto)

Figura 9. Gréafico de Pareto para a umidade residual dos produtos secos.

A anélise de distribuicdo granulométrica foi determinada por difracdo a laser. Os
didmetros nas frequéncias de 10%, 50% e 90% encontram-se discriminados na tabela 16. Os
pos do ESA e dos PSA obtidos podem ser caracterizados como finissimos de acordo com a
Farmacopeia (2010), com particulas de pequeno diametro e perfil de distribuicdo
granulométrica gaussiana. Observa-se, também, que em todos 0s casos 0s produtos secos com

adjuvantes (PSA) apresentaram tamanho de particula maior que o extrato seco (ESA).
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Tabela 16. Tamanho de particula do ESA e dos PSA nas frequéncias de 10%, 50% e 90%

i Frequéncia granulométrica
Tipos de PSA

10% 50% 90%
ESA 1,13 4,89 9,32
PSA-1 2,12 7,68 17,18
PSA-2 1,45 5,10 10,64
PSA-3 1,74 6,77 14,60
PSA-4 1,318 5,09 20,94
PSA5 1,78 6,57 13,31
PSA 6 1,85 7,19 18,36
PSA 7 2,27 8,01 18,85

A analise por microscopia eletrénica de varredura demonstra que o ESA apresenta
particulas com formas esféricas e ocas, sendo esta caracteristica do processo de secagem
utilizado, no entanto, estas particulas apresentaram-se colabadas (Figura 10). Por outro lado, é
possivel perceber nos demais PSA a presenca dos adjuvantes.

Na literatura ha registros de particulas ocas, porem com a superficie rugosa e sem o
aspecto colabado, com excecdo de quando se utiliza etanol como solvente de extracdo

(FERREIRA, 2009),

Barakat (2011) obteve extrato e produtos secos por aspersdo a partir da entrecasca do
fruto de L. ferrea, os quais se apresentaram esféricos, ocos e, também, com aspecto colabado.
Dessa forma, pode-se inferir que o aspecto colabado das particulas dos PSA obtidos é inerente
as caracteristicas intrinsecas da espécie L. ferrea.

No PSA-1 (Figura 10) observam-se longos filamentos inteiros, tortuosos e de forma
irregular, devido a influéncia fisica do adjuvante de secagem, Flocel® 101, uma vez que 0
processo de nebulizacdo ndo modificou a sua forma original. Nas demais formulac6es (PSA-
4, PSA-6 e PSA-7) contendo o adjuvante Flocel® 101 sdo observadas essas mesmas

caracteristicas.
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No PSA-2 (Figura 10) é possivel observar as particulas esféricas integras e com
superficie rugosa, caracteristica do adjuvante de secagem Aerosil® 200, observa-se também
que ha depositos desse adjuvante na superficie das particulas colabadas, ocas e rugosas do
extrato de L. ferrea. Nas demais formulacGes (PSA-4, PSA-5 e PSA-7, Figura 11) contendo
este adjuvante sdo observadas essas mesmas caracteristicas, inclusive o depdsitos desse
adjuvante na superficie das particulas colabadas ao lado de particulas de Flocel® 101 e goma
arébica (Figuras 10 e 11 respetivamente).

O PSA-3 (Figura 10), produzido com goma arébica, apresenta-se com particulas
esféricas, ocas, quebradas e de superficie lisa. Nas demais formulacGes (PSA-5, PSA-6 e

PSA-7, Figura 12), contendo 0 mesmo adjuvante sdo observadas essas mesmas caracteristicas.
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Figura 10. Fotomicrografia eletrénica de varredura de produtos secos por spray-drying de L.
ferrea (aumento de 2000 e 15000x, respetivamente), preparados com diferentes adjuvantes de
secagem: ESA (extrato seco), PSA-1 (celulose microcristalina) e PSA-2 (di6xido de silicio
coloidal).
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Figura 11. Fotomicrografia eletrénica de varredura de produtos secos por spray-drying de L.
ferrea (aumento de 2000 e 15000x, respetivamente: PSA-3 (goma arébica), PSA-4 (celulose
microcristalina + dioxido de silicio coloidal) e PSA-5 (didxido de silicio coloidal + goma arabica).
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Figura 12. Fotomicrografia eletrdnica de varredura de produtos secos por spray-drying de L.
ferrea (aumento de 2000 e 15000x, respetivamente): PSA-6 (goma arabica + celulose
microcristalina) e PSA-7 (dioxido de silicio coloidal + goma ardbica + celulose
microcristalina).
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A classificagdo no tocante a tamanho de poros é especificada como a largura média, ou

seja, a distancia média entre duas paredes opostas, e segue recomendacdes da International

Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) (SING et al., 1985), como sendo:

« Microporos — poros de largura interna menor que 2 nm (20 A);

« Mesoporos — poros de largura interna entre 2 nm e 50 nm (20 A e 500 A);

« Macroporos — poros de largura interna maior que 50 nm (500 A).

Nas amostras estudadas, observa-se que ha uma larga distribuicdo do tamanho de

poros com faixa de distribuicido em 39 a 77,6 A de diametro, apresentando porém todos

pertencentes a mesma faixa de mesoporosos.

A determinacdo da &rea superficial e do tamanho de poros é de fundamental

importancia para a preformulacdo de uma forma farmacéutica por estd relacionado a

solubilidade, a velocidade de dissolu¢do, bem como ao tamanho de particula das substéncias

(PORTE, LEAO & PORTE, 2011). Os resultados das areas superficiais encontrados para 0s

PSA variaram de 50,04 a 71,28 m?/g, prevendo assim a elevada solubilidade desses produtos

(Tabela 17).

Tabela 17. Caracterizagdo dos poros

Amostra

Area superficial

Diametro médio de poro

(BET - m?/q) (adsorcdo BET - A)

PSA-0: sem adjuvante 59,1089 41,2753
PSA-1: com Flocel® 101 58,2806 40,0835
PSA-2: com Aerosil® 200 56,2600 77,5677
PSA-3: com goma rabica 58,7105 40,1765
ng—& com Aerosil® 200 + Flocel® 61,5389 58 9567
PSA_ 5. com Aerosil® 200 + goma 63,7547 51,8292
arébica

PSA 6: Flocel® 101 + goma arabica 71,2824 39,2003
PSA 7: com Aerosil® 200 + Flocel® 50,0391 543011

101 + goma arabica
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Infelizmente, ndo foi possivel correlacionar os dados de porosidade com o tamanho de
particula e umidade dos poés, tal falto pode ser justificado pelos valores relativamente
préximos encontrados. O formato da isoterma de adsorcdo e dessorcao, também, é indicativo
da porosidade dos insumos farmacéuticos. Vérias formas de isotermas sdo conhecidas, sendo
classificadas pela International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) como tipos I,

I, 11, IV e V, de acordo com o formato de suas curvas (SING et al., 1985).
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Figura 13A. Isotermas de adsor¢do-dessorcdo para o ESA (extrato seco), PSA-1 (celulose
microcristalina), PSA-2 (dioxido de silicio coloidal) e PSA-3 (goma arabica).
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Figura 13B. Isotermas de adsorcdo-dessorcdo para PSA-4 (celulose microcristalina + didxido
de silicio coloidal), PSA-5 (dioxido de silicio coloidal + goma arébica), PSA-6 (goma arabica
+ celulose microcristalina) e PSA-7 (diéxido de silicio coloidal + goma arabica + celulose
microcristalina).

As isotermas de adsorcdo—dessorcdo dos PSA foram classificadas como sendo do tipo
Il (Figura 13A e 13B), consideradas tipicas de produtos ricos em componentes sollveis em
agua e com altas concentracOes de acUcares, ou seja, caracteristicas tipicas de extratos secos
vegetais (CAMPOS et al., 2009).

A definicdo dos proximos passos do processamento tecnoldgico de materiais

particulados esta condicionada ao seu comportamento de fluidez, que é influenciado pelas

caracteristicas de composicdo e de estrutura desses materiais. Assim, as informacdes
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fornecidas pela analise granulométrica, associadas aquelas que avaliam as propriedades de
movimentacao e densificagdo permitem esta avaliagéo.

A diferenca entre densidade bruta (DB) e densidade de compactacdo (DC) pode dar
uma indicagdo sobre o comportamento de empacotamento e o fluxo de um material sélido
particulado. Quanto menor essa diferenca, teoricamente, melhor sera o fluxo e mais estavel
serd o sistema de empacotamento (HERBELE, WEHRMANN & PETROVICK, 2000).

O Fator de Hausner (FH), indice de Carr (IC) e Indice de densificacdo (ID) s&o
parametros vinculados a capacidade de empacotamento do p6. O FH é um indicador indireto
da estabilidade de empacotamento. Quanto mais proximo de 1, mais estavel é o sistema de
empacotamento (THOMAS e POURCELOT, 1991).

A determinacédo do IC mede, indiretamente, o fluxo e empacotamento dos pds. Quanto
menor for o IC, melhor sera o fluxo resultando em uma maior reprodutibilidade de
enchimento de camaras de compressdo e receptaculos de capsulas, por apresentar
empacotamento mais definido. Valores de IC de até 15 % caracterizam um escoamento
adequado indicando um empacotamento regular (THOMAS e POURCELOT, 1991).

O ID ou indice de compactabilidade fornece informaces sobre a dindmica do
empacotamento do pd, quando submetido a movimentacdo, indicando maior ou menor
facilidade de rearranjo das particulas e ocupacdo de espaco. Além de inferir a respeito do
comportamento compressional do produto. Valores superiores a 20 mL sugerem que 0 po
apresenta razoavel propriedade de fluidez, porém com possiveis dificuldades de
empacotamento (SOARES & PETROVICK, 1999).

Quando comparados entre si, de um modo geral, 0os produtos secos apresentam-se
como materiais de caracteristicas de compactabilidade muito pobres e de fluxo néo
espontaneo (Tabela 18). No entanto, o PSA-7 apresentou estes parametros tecnoldgicos

consideravelmente melhores quando comparado aos demais. Tendo em vista que o valor do
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IC para este PSA é o menor quando comparado aos demais PSA, embora sejam requeridos
valores menores que 15 % para a obteng&o de um escoamento mais adequado e, com isso, um
fluxo mais apropriado. Esta observacdo, também, é corroborada pelo FH que para esta
estabilidade de

formulacdo apresenta-se mais proximo de 1, significando maior

empacotamento das particulas.

Tabela 18. Caracteristicas tecnoldgicas dos PSA das cascas do caule de L. ferrea

Ammostra db (g/ml) dc (g/ml) FH IC (%) C (mL)
X xs X x5 X £s X x5 X x5

ESA 0,22°+0,01 [0,29°+ 0,01 [1,33 +0,09 (24,35 +5,05(22,66 + 8,0
PSA-1 0,23°+ 0,00 |0,34% +0,00( 1,45+ 0,00 |31,25 + 0,00|84,0 + 8,0
PSA-2 0,25" + 0,01 |0,35® + 0,01 1,38 + 0,02(27,76 + 1,19(53,3 + 34,6
PSA-3 0,20%+ 0,01 |0,28°+ 0,01 [1,41 +0,00(29,04 + 0,00(36,0 + 8,0
PSA-4 0,26° + 0,01 [0,35% + 0,01 [1,38 +0,06 27,24 +2,95(40,0 + 22,6
PSA 5 0,24 + 0,00(0,34" + 0,00 | 1,43 + 0,00{30,00 + 0,00 [ 84,0 + 8,0
PSA 6 0,21+ 0,00(0,29° + 0,01 | 1,43 + 0,01 (29,80 + 0,01 [49,3 + 16,0
PSA 7 0,28%+ 0,00 |0,36° + 0,01 |1,31 + 0,04 (23,46 + 2,14 [ 66,6 + 0,00

Médias seguidas da mesma letra ndo se diferenciam estatisticamente pelo teste de Tukey

a=0,05

Considerando as densidades aparentes dos PSA, através da analise de variancia

(Tabela 19) do planejamento fatorial foi possivel observar que todos os fatores analisados

foram significativamente influentes sobre as densidades brutas e de compactacdo dos PSA,

havendo, interacdo significativa apenas para os fatores BC, em ambos os casos (Figura 14).
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Tabela 19. Andlise da variancia dos efeitos dos fatores principais e interacfes para densidades
bruta e de compactagédo dos produtos secos

FATOR | db dc
ANALISADO | 9 | QM | Feacuao | P QM | Fecuiado | P
PRINCIPAL
A (Flocel® 101) 1 0,0017 | 22,218* | 0,00020 | 0,0032 28,30* | 0,00006
B (Aerosil® 200) | 1 0,0098 | 128,66* | 0,00000| 0,0143 | 125,61* | 0,00000
C (goma arébica) | 1 0,0006 8,69* 0,00901 | 0,0012 | 10,563*| 0,00471
INTERACAO
AB 1 | 0,00023 2,97 0,10287 | 0,00042 3,773 0,06887
AC 1 | 0,00032 4,16 0,05710 | 0,00009 0,843 0,37216
BC 1 |0,00139| 18,11* | 0,00053| 0,00159 | 14,033* | 0,00161
Erro 17 | 0,00008 0,00011
Total 23

7

/ 11,34252 B 11,20777

. - A 90
c ///‘*Pé’me c /4%%34%2
e %8002

AB 4%,734222

p=05

p=,05
Efeitos Estimados (Valor absoluto)

A B

Efeitos estimados (valor absoluto)

Figura 14. Grafico de Pareto para as densidades brutas (A) e de compactacao (B).

Os dados da ANOVA para a densidade bruta e de compactacdo dos produtos secos
demonstram que o Aerosil® 200 é o fator mais influente e, neste caso, gerando um efeito
positivo, ou seja, a presenca deste adjuvante nos PSA ocasiona uma melhora nas

caracteristicas reoldgicas.
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5.4 Ensaio preliminar em ambiente com atmosfera controlada

A avaliacdo dos PSA frente a umidade relativa (UR) de 65%, em atmosfera
controlada, mostrou que o ganho de massa dos produtos secos ocorreu de forma intensa nas
primeiras 24 horas de exposic¢do (Figura 15). Este comportamento, possivelmente, pode estar
relacionado com as caracteristicas hidrofilicas e higroscépicas dos compostos extraidos pela
agua, como acucares e compostos fendlicos, presentes nesta espécie e aliadas as altas areas
superficiais e porosidade (SIMOES et al., 2010).

Conforme mostra a figura 21, os PSA-1, PSA-2, PSA-3, PSA-5 e PSA-7 demonstram
um ganho de massa brusco com 48 horas de exposicao a atmosfera de 65% UR, atingindo um
platd apds 6 dias de exposicdo, enquanto que 0 ESA, PSA-4 e PSA-6 atingiram um platd ja
com 24 horas de exposicdo, sugerindo haver um equilibrio entre a pressdao de vapor do
material em analise e a pressdo de vapor da agua da atmosfera.

Quanto aos aspectos fisicos dos pos-secos, observou-se comportamentos similares. Os
resultados mostraram que 0 extrato seco e 0s produtos secos por aspersao obtidos
apresentaram enegrecimento na coloracdo, formagdo de aglomerados sem alteracdo na forma
fisica. Durante o periodo de analise ndo foi observada colonizacdo fungica.

Os resultados demonstram que a presenca de adjuvantes de secagem ndo reduziu a
higroscopia do ESA, sendo esta inclusive, em alguns casos aumentados, ou seja, 0 ESA
demonstrou a mesma sorcdo de agua quando comparada aos PSA-4 e PSA-5.

Esta andlise € importante por representar a estabilidade fisica do produto obtido,
possibilitando conhecer o seu comportamento e as condicGes ambientais ideais para a
producdo, armazenamento e transporte (VASCONCELOQOS et al., 2005; MENDEZ, et al.,

2011).
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Figura 15. Representacdo gréfica de curvas de sorcdo de umidade para o extrato seco por
aspersao e produtos secos por aspersao da espécie L. ferrea submetidos a atmosfera de 65 %
de umidade relativa.

5.5 Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para doseamento de

constituintes polifendlicos da casca do caule de L. ferrea por cromatografia liquida de

alta eficiéncia (CLAE)

O perfil cromatografico da solucdo extrativa de L. ferrea e das substancias de
referéncia pode ser visualizado nas figuras 16 e 17. Pode ser comprovada a presenca de acido
galico, com tempo de retencdo em 6,9 min; e de epicatequina, com tempo de retencdo em 15,9
min, os quais foram selecionados como padrdes para o desenvolvimento e validacdo do

método analitico em CLAE.

mAU
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50-
25
0
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Figura 16. Perfil cromatografico de solugdo aquosa das cascas do caule de L. ferrea.
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Figura 17. Perfil cromatografico das substancias de referéncia acido galico e epicatequina,
respetivamente.

A identificacdo da presenca de acido galico e epicatequina na solucdo extrativa da
espécie L. ferrea foi observada pela sobreposicdo dos picos quando a solucdo extrativa foi
contaminada com os respectivos padroes (Figura 18), além disso, também foram comparados
0s espectros de varredura, onde pode ser observada a semelhanca dos espectros das

substancias de referéncia com os picos presentes na solucéo extrativa (Figura 19).

mAU
1275nm4nm (1.00)/smth
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| ! b | | [ ]
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Figura 18. Perfil cromatografico da sobreposicdo dos picos ap6s contaminacdo da solucéo
extrativa com padrées de referéncia acido galico e epicatequina.
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Figura 19. Espectros de varredura das substancias de referéncias e picos da solucéo extrativa
(A = acido galico — padréo; B = acido galico — solucdo extrativa; C = epicatequina — padréo,
D = epicatequina - solucéo extrativa).

A figura 20 descreve as curvas analiticas das substancias de referéncias acido galico e
epicatequina, considerando, em conjunto, os trés dias de analise. A avaliacdo da dispersdo dos
valores da inclinacdo das retas demonstrou um baixo coeficiente de variacdo percentual para
todos os picos analisados. Todas as curvas analiticas analisadas apresentaram comportamento

linear, indicando que a resposta é proporcional a concentracdo do analito, e com coeficiente

de regressdo (r’) maior que 0,99 (Tabela 20).
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curvas de regressdo para 0s picos presentes na solugcdo extrativa de L. ferrea

um coeficiente de correlagdo (r?) maior que 0,99, ndo apresentando desvio

significante de linearidade (Figura 21 e Tabela 20).
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Figura 21.
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Curvas analiticas dos picos marcadores da solugcdo extrativa da espécie L. ferrea:

acido galico (A) e epicatequina (B).
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Tabela 20. Parametros de linearidade para substancias de referéncia e picos presentes na
solucéo extrativa de L. ferrea

Analitos r’ Equacao da reta
Acido galico 0,9997 y = 65618,39x + 21.147,27
Epicatequina 0,9993 y = 18877,11x — 26.945,59
Pico 1 0,9998 y = 161,556x — 4.167,65
Pico 2 0,9987 y = 1146,80x -102.511,8

A andlise dos resultados dos ensaios de repetibilidade e precisdo intermediaria para as
substancias de referéncia e solucdo extrativa de L. ferrea (Tabela 21) mostrou coeficientes de
variacdo, menores que 15% para ambos 0s ensaios, limite maximo aceitavel para matrizes

complexas (FDA, 2001).

Tabela 21. Repetibilidade e precisdo intermediaria das substancias de referéncia e picos
presentes na solucdo extrativa da espécie L. ferrea expressos em valores de areas (mau)

Analitos Repetibilidade Precisdo intermediaria
X £5 (CV %) X £5 (CV %)
Acido galico (ug/mL) 393761,0 + 22287,96 (5,66) | 410647,5 + 3945,56 (0,96)
Epicatequina (ug/mL) 696508,8 + 38830,96 (5,57) | 719022,0 + 4153,00 (0,57)
Pico 1(pg/mL) 161,6+ 0,36 (0,21) 92681,5 + 395,50 (0,42)
Pico 2 (ug/mL) 1146,80 + 4,70 (0,40) 582621,0 + 46779,00 (8,02)

Na tabela 22 estdo descritos os resultados de recuperacdo do &cido galico e
epicatequina na solucdo extrativa de L. ferrea. Na concentracdo analisada, os resultados
demonstram uma recuperacdo de 96,82% para o0 acido galico evidenciando que o método
desenvolvido apresenta boa exatiddo para este marcador. No entanto, foi observada uma
recuperacdo de apenas 73,55% para epicatequina, ndo sendo portando adequado para

quantificacdo desse marcador quimico.
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Tabela 22. Resultado do ensaio de exatiddo do &cido gélico e epicatequina

Co_ncentragég . Recuperagao (%)
Marcador Concentracao experimental média X 4+ (CV
tedrica (ug/ml) (ng/ml) X 5 (CV%)
X £s
Acido galico 7,89 7,64 +0,11 96,82 + 1,92 (1,98)
Epicatequina 65,86 48,45 + 0,41 73,55 + 0,25 (0,33)

Os parametros limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) estdo descritos na
tabela 23. Sendo que o LD representa a menor concentracdo da substancia em exame que
pode ser detectada com certo intervalo de confianca, correspondendo a um teste limite que
especifica se a substancia em exame esta ou ndo presente na amostra. Enquanto que o LQ
representa a mais baixa concentracdo da substancia em exame que pode ser quantificada com

certo intervalo de confianga pré-estabelecido (BRASIL, 2003).

Tabela 23. Limites de deteccdo e de quantificacdo para as substancias de referéncia

____Marcador Limite de quantificacéo Limite de deteccao
Acido galico (ug/mL) 0,195 0,06
Epicatequina (ug/mL) 0,104 0,03

Na tabela 24 estd descrita a quantificacdo do marcador acido galico nos diferentes
PSA obtidos, o qual variou de 0,86 a 1,35 mg/g de PSA. Observa-se que 0 extrato seco sem
adjuvante (ESA) apresentou maior teor de acido galico, justamente pela auséncia dos

adjuvantes farmacéuticos que funcionam como material inerte.
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Tabela 24. Resultado do teor do acido galico no ESA e nos PSA obtidos

Concentracao mg/g

Concent_ragéo corrigida mg/g

Amostra X +5(CV %) X +5(CV %)
ESA 1,355 + 0,050 (3,69) :
PSA-1 1,253 + 0,005 (0,39) 1,127
PSA-2 0,862 + 0,010 (1,16) 0,6896
PSA-3 0,530 + 0,040 (7,56) 1,325
PSA-4 1,193 + 0,050 (4,19) 0,835
PSA5 1,212 + 0,030 (2,47) 0,909
PSA-6 1,100 + 0,010 (0,90) 0,935
PSA-7 0,947 + 0,02 (2,11) 0,615

5.6 Avaliacio in vitro da inibi¢do enzimatica da a-glicosidase e da enzima conversora de

angiotensina (ECA)

Sem exclusdo ou inclusdo de qualquer mecanismo de acdo possivel, foi avaliada a

potencial atividade inibitoria in vitro das enzimas a-glicosidase e conversora de angiotensina

pelos produtos secos oriundos da solugdo extrativa aquosa de L. ferrea.

Em um primeiro momento, foi analisada a atividade de extratos secos oriundos de

diferentes lotes de material vegetal (Tabela 25).

Tabela 25. Inibicdo das enzimas a-glicosidase e conversora de angiotensina (ECA) pelos
extratos secos oriundos de diferentes lotes

IC 50 (Mg/mL)

Ensaio de Inibic&o Xts
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
a-glicosidase 1,35°+0,06 | 0,05°+0,01 | 3,15%+0,09 0,2°+ 0,04
ECA 12,02+ 2,02 | 39,97°+0,91 | 13,32°+0,26 | 21,03°+ 2,34

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo se diferenciam estatisticamente segundo o teste

de Tukey (0=0,05)
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De acordo com os dados experimentais (Tabela 25), no ensaio in vitro da inibicdo da
a-glicosidase, observou-se que todos os ESA, independente da origem do material vegetal,
inibiram significativamente a enzima o-glicosidase, destacando-se o lote 2 que apresentou o
melhor resultado, por propiciar inibi¢cdo enziméatica com a menor concentragéo (Clso= 0,05 £
0,01 pg/mL), quando comparado aos demais lotes e a arcabose (farmaco padrao), cuja Clso foi
de 51,58 + 5,60 pg/mL .
geral, reduzida atividade dos extratos secos quando comparada ao captopril (farmaco padréo)
que apresentou inibicdo de Clsp = 0,28 £ 0,001 pg/mL.

Independente dos valores de inibicdo enzimatica, os dados demonstram que houve
diferenca estatisticamente significativa entre os resultados dos diferentes lotes analisados,
ratificando a influéncia das condicGes de plantio, local de coleta e os fatores edafoclimaticos,
0s quais modificam as propriedades desta espécie e, portanto, podem influenciar na qualidade,
eficdcia e seguranca de um produto derivado desta planta medicinal, conforme demonstrado
na caracterizacdo da matéria-prima vegetal.

A tabela 26 destaca os resultados de inibicdo enzimatica dos produtos secos obtidos
com diferentes adjuvantes de secagem. Os dados demonstram que embora a presenca dos
adjuvantes nos produtos secos, exija maior concentracdo para inibicdo da enzima a-
glicosidase, quando comparada ao extrato seco sem adjuvante, observa-se que nao reduzem o
elevado poder de inibicdo destes, uma vez que ainda apresentam Cls, consideravelmente,
menor que o farmaco padrdo. Além disso, o valor de inibicdo enziméatica dos PSA nao foi
estatisticamente diferente do ESA, uma vez que quando os dados foram analisados através da
ANOVA do planejamento fatorial, foi verificado que ndo houve diferenca estatistica

significante entre os diferentes experimentos, demonstrando que sobre a inibicdo enzimatica
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ndo ha influéncia dos fatores estudados, ou seja, a presenca ou auséncia dos diferentes
adjuvantes.

E provavel que a atividade hipoglicemiante atribuida a L. ferrea esteja relacionada
com a presenca taninos, uma vez que 0s principais compostos do extrato aquoso da casca do
caule de L. ferrea pertencem a esta classe de substancias.

A atividade hipoglicemiante demonstrada neste ensaio biolégico in vitro corrobora
com os resultados dos testes in vivo descritos por Vasconcelos et al. (2011), onde os autores
evidenciam que o extrato seco por aspersao, oriundo de solucdo extrativa aquosa das cascas
do caule de L. ferrea na dose 450 mg/kg diminuiu de forma significativa a glicemia dos

animais estudados.

Tabela 26. Inibicdo in vitro da enzima a-glicosidase e da ECA pelos PSA oriundos de L.
ferrea

Amostra Inibicdo da a-glucosidase Inibicdo da ECA
(ICso=x £ s pg/mL) (1Cs0=x £ s ug/mL)

ESA 0,05 +0,01 39,97 +£0,91
PSA-1 0,41 +0,04 38,74 £ 1,67
PSA-2 0,22 +0,01 39,65+ 1,92
PSA-3 0,22 + 0,02 26,06 + 2,42
PSA-4 0,23 +0,01 31,11 +1,28
PSA-5 0,25+ 0,01 34,53+ 1,36
PSA-6 0,21 +0,01 30,80 £ 2,11
PSA-7 0,22 + 0,06 20,64 £ 1,95

Com relacdo ao ensaio in vitro da inibicdo enzimética da ECA, os dados experimentais
obtidos demonstram que todos os produtos testados ndo apresentaram atividade inibitoria para

esta enzima quando comparados ao captopril (farmaco padréo).
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As matérias-primas vegetais das cascas de L. ferrea, de acordo com os parametros
analisados, apresentaram diferencas quantitativas estatisticamente significantes
sugerindo que as condicBes edafoclimaticas alteram as caracteristicas fisico-quimicas
desta espécie. Considerando todos os resultados de caracterizacdo da matéria-prima
vegetal, ficou evidente que o lote 2 foi 0 que apresentou melhores caracteristicas
fisico-quimicas para um estudo de obtencdo e desenvolvimento de um produto seco

por asperséo.

A solucéo extrativa oriunda das cascas do caule de L. ferrea apresentou baixo residuo
seco e elevado teor de taninos totais, além disso, foi possivel evidenciar a presenca de

acido galico e epicatequina.

O extrato seco por aspersdo sem adicdo de adjuvantes apresentou rendimento
operacional superior quando comparado ao rendimento dos produtos secos contendo
adjuvantes de secagem. Nesse sentido, o estudo demonstrou que o0s adjuvantes
adicionados a solucdo extrativa ndo contribuiram para um rendimento superior e nao
proporcionaram melhorias nas caracteristicas tecnoldgicas quando comparado ao

extrato seco sem adjuvante.

A analise por microscopia eletronica de varredura demonstrou que as particulas do
extrato seco por aspersao apresentaram-se de forma esférica, integra, oca e de aspecto
colabado e as particulas oriundas dos adjuvantes de secagem utilizados apresentaram

aspecto conforme descrito na literatura.
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e Todos os produtos secos obtidos foram caracterizados como mesoporosos com

isotermas de adsorg¢ao—dessorgéo do tipo 1.

e A metodologia analitica desenvolvida e validada em cromatografo liquido de alta
eficiéncia mostrou-se eficiente para a quantificacdo apenas de &cido galico,
contemplando todos os critérios preconizados. O marcador quimico epicatequina,

apesar de estar presente nos produtos secos nao pode ser quantificado.

e Os dados experimentais observados no ensaio in vitro da inibigdo da a-glucosidase
demonstraram que todos os ESA bem como os PSA da espécie L. ferrea inibiram
significativamente a enzima a-glicosidase. Em contrapartida, ndo houve inibicdo da

enzima conversora de angiotensina.
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