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RESUMO

Fitoterdpico € um medicamento obtido através de plantas medicinais e constitui uma op¢édo
terapéutica eficaz e segura. Atualmente, tem sido uma prioridade a investigacdo clinica de
plantas medicinais para obtengdo desses produtos farmacéuticos. Desta forma, através de
amplas pesquisas bibliograficas, verificou-se que duas plantas destacam-se por suas atividades
biolégicas como a Endopleura uchi (uxi amarelo) e a Uncaria tomentosa (unha-de-gato).
Assim, o objetivo deste estudo foi desenvolver formas farmacéuticas solidas, pés e
granulados, a partir das cascas de E. uchi e U. tomentosa. A partir disso, foram produzidas
solucdes extrativas (SE) através do método de maceracdo dindmica e decoccao sob refluxo.
As SE foram secas em equipamento de spray dryer, sendo avaliada a viabilidade de obtencgéo
destes produtos secos na forma isolada e em associagdo das espécies resultando nos Extratos
Secos por Aspersdo (ESA), Produtos (PSA) e Mistura (MSA). Foram realizados ensaios com
os produtos secos (ESA, PSA e MSA) para avaliacdo das propriedades tecnoldgicas,
doseamento dos marcadores fitoquimicos e algumas atividades bioldgicas: antifungica,
citotoxicidade e anti-inflamatéria. Sendo avaliando ainda a viabilidade de obtencdo de
granulados por via Umida tradicional e pela técnica empregando o leito fluidizado. Com a
execucdo do trabalho nota-se que lotes das matérias-primas vegetal (MPV) de E. uchi e U.
tomentosa apresentaram parametros de controle de qualidade aceitaveis, possibilitando
prosseguimento das atividades. Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas da SE
hidroetanolicas (He) e aquosas (Aq) apresentaram-se semelhantes a outros estudos na
literatura com a mesma espécie vegetal. No entanto na operacdo de secagem das SE He de E.
uchi o rendimento para obter ESA/PSA foi de 56,92 a 66,09% e para a U. tomentosa variou
de 54,43 a 62,95%, sendo valores bem superior se comparado ao rendimento das SE Aq que
foi de 5,87 a 37,77 %. Quanto ao teor de bergenina nos produtos secos de E. uchi variaram de
33,42 a 40,76% , enquanto os teores de mitrafilina nos produtos derivados da U. tomentosa
variaram de 0,77 a 0,97% sendo semelhante aos valores da literatura. Em relacdo a MSA He
rendimento operacional foi satisfatorio (68.04%) no entanto resultou em um pé com elevado
teor de umidade (10,35%), baixa densidade, pobre fluidez e tendéncia a aglomeracdo. Quando
comparado o teor de bergenina e mitrafilina na amostra de MSA ou a mistura fisica dos
extratos secos, observa-se que, do ponto de vista quimico, aparentemente ndo ha interacdo
negativa entre as substancias. Os resultados das atividades bioldgicas evidenciaram que a
espécie de E. uchi foi a mais promissora se comparada a U. tomentosa, sendo concentracdo
inibitéria minima de 50 pg/mL contra Candida albicans, ndo apresentaram potencial de
citotoxicidade em linhagem de células MRC5 e acdo anti-inflamatério por causa inibigcdo de
Oxido nitrico a partir das concentragbes de 2,5 pg/mL. Por isso optou-se por produzir
granulado de E. uchi. A granulacdo por via Umida classica do PSA He E. uchi possibilitou a
obtencdo de granulados com propriedades tecnoldgicas favoraveis. Em relacdo ao ensaio
piloto com uso do leito fluidizado foi viavel, no entanto, ha necessidade da otimizagdo dos
pardmetros do processo. O perfil de dissolucdo de todos os granulados contendo E. uchi
demonstrou que eles podem ser classificados como forma farmacéutica de liberagéo rapida.
Portanto, foi possivel realizar estudos tecnoldgicos para obtencdo de formas farmacéuticas
solidas a partir das cascas do caule de E. uchi e U. tomentosa.

Palavras-chave: Plantas Medicinais; Desenvolvimento Tecnoldgico; Fitoterapia; Endopleura
uchi; Uncaria tomentosa.



ABSTRACT

Herbal product is a drug obtained through medicinal plants and is an effective and safe
therapeutic option. Currently, clinical research on medicinal plants to obtain these
pharmaceutical products has been a priority. Thus, through extensive bibliographical research,
it was verified that two plants stand out for their biological activities like Endopleura uchi
(uxi) and Uncaria tomentosa (cat's claw). The aim of this study was to develop solid dosage
forms, powders and granulates, from the bark of stem of E. uchi and U. tomentosa. From this,
extractive solutions (SE) were produced by the dynamic maceration and decoction under
reflux method. The SE were dried in spray dryer equipment, evaluating the feasibility of
obtaining these dried products in isolated form and in association of the species resulting in
the Dry Spraying Extracts (ESA), Products (PSA) and Mixture (MSA). Tests were performed
with dry products (ESA, PSA and MSA) to evaluate the technological properties, assay of
phytochemical markers and some biological activities: antifungal, cytotoxicity and anti-
inflammatory. It is also evaluating the viability of obtaining traditional wet granulates and the
technique using the fluidized bed. With the execution of the work, it can be noticed that lots
of the vegetable raw materials (MPV) of E. uchi and U. tomentosa presented acceptable
quality control parameters, enabling the continuation of activities. In relation to the physical-
chemical characteristics of the hydroethanol (HE) and aqueous (Aq) SE were similar to other
studies in the literature with the same plant species. However in the drying operation of E.
uchi the yield to obtain ESA / PSA was 56.92 to 66.09% and for U. tomentosa ranged from
54.43 to 62.95%, being well values higher than that of the Aq SE which was 5.87 to 37.77%.
As for the bergenin content in dried E. uchi products ranged from 33.42 to 40.76%, while the
levels of mitraphil in U. tomentosa products varied from 0.77 to 0.97%, similar to the values
of literature. Regarding MSA He satisfactory operational yield (68.04%) however resulted in
a powder with high moisture content (10.35%), low density, poor flowability and tendency to
agglomeration. When comparing the content of bergenin and mitraphilin in the MSA sample
or the physical mixture of the dried extracts, it is observed that from the chemical point of
view, there is apparently no negative interaction between the substances. The results of the
biological activities evidenced that the E. uchi species was the most promising when
compared to U. tomentosa, with a minimum inhibitory concentration of 50 pg / mL against
Candida albicans, showed no potential for cytotoxicity in MRC5 cell line and anti
inflammatory because of inhibition of nitric oxide from the concentrations of 2.5 ug / mL.
Therefore it was chosen to produce E. uchi granules. The classical wet granulation of the He
E. uchi PSA made it possible to obtain granules with favorable technological properties. In
relation to the pilot test using the fluidized bed was feasible, however, there is a need for
optimization of the process parameters. The dissolution profile of all granules containing E.
uchi showed that they can be classified as a fast release pharmaceutical form. Therefore, it
was possible to carry out technological studies to obtain solid dosage forms from the bark of
stem of E. uchi and U. tomentosa.

Key words: Plants, Medicinal; Technological Development; Phytotherapy; Endopleura uchi;
Uncaria tomentosa.
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1 INTRODUCAO

O termo fitoterapico se refere ao produto obtido de plantas medicinais, ou de seus
derivados, exceto substancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa
(BRASIL, 2014). Assim, a acdo terapéutica do fitoterapico ndo € baseada numa Unica
substancia quimica isolada, mas por um conjunto de moléculas que atuam sinergicamente
(NETTO et al., 2006) com a vantagem de ser utilizado para tratamento de doencas com
etiologias multiplas, evitando uso de mais de um medicamento (YUNES; PEDROSA;
CECHINEL FILHO, 2001).

Para o desenvolvimento tecnoldgico de um produto fitoterapico é necessario estudo
prévio de varias areas do conhecimento: botanica, agronémica, quimica, biolégica e analitica
(SIMOES et al., 2004). Nesse aspecto, o Brasil tem a vantagem de ser um pais com a maior
biodiversidade do mundo com uma rica diversidade étnica e cultural relacionadas ao
conhecimento tradicional de plantas medicinais. Assim, a obtencdo de medicamentos
fitoterapicos tem como objetivos a melhoria da atencdo a salde, uso sustentdvel dessa
biodiversidade e geracdo de emprego e renda (BRASIL, 2016).

Entretanto, o fortalecimento das industrias fabricantes de fitoterapicos nacionais ainda
necessita de um apoio governamental forte, integracdo de diferentes areas do conhecimento
(quimica, bioquimica, farmacologia, botanica, agronomia e tecnologia farmacéutica), bem
como do setor de pesquisa e desenvolvimento de fitoterapicos das industrias farmacéuticas
(YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001; MARQUES; SOUZA, 2012).

Neste sentido tornou-se uma prioridade a investigacdo clinica de plantas medicinais
para obtencdo de uma terapéutica alternativa e complementar (BRASIL, 2011). Como, por
exemplo, a Endopleura uchi e Uncaria tomentosa, duas espécies vegetais bastante utilizadas

pela populagéo para o tratamento de diversos males (REINHARD, 1999; TACON, 2012).
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A E. uchi é uma planta da regido amazonica alvo de muitos estudos, cujos resultados a
destacam como potencial terapéutico para torna-la um produto fitoterapico (TACON, 2012).
A espécie vegetal pertence a familia Humiriaceae. Do ponto de vista botanico, é uma arvore
de tronco reto com cerca de 30 metros de altura e até 1 metro de didmetro (MENEZES;
HOMMA, 2012). A espécie também é conhecida como uxi amarelo e uxi-liso, sendo de
amplo uso popular: a madeira na construcao civil e naval (NAHUZ, 2013); os frutos como
alimento ou sucos; sementes em artesanato como amuletos; e casca do caule uso na medicina
popular (SHANLEY; MEDINA, 2005). A casca do caule € usada, popularmente, na forma de
chéa para o tratamento contra miomas (POLITI, 2009), inflamacdes uterinas e outras desordens
femininas, sendo isolada a bergenina, uma substancia bioativa, a partir dos extratos obtidos
com esta espécie (SILVA et al., 2009).

A U. tomentosa, conhecida como unha-de-gato (cat’s claw), € uma planta originaria da
Amazonia peruana promissora e muito conhecida por suas atividades bioldgicas. A espécie
pertence a Familia Rubiaceae. Botanicamente, € um cipé trepador lenhoso que ocorre também
no estado do Acre. Considerada uma planta medicinal com grande potencial econdmico e
comercial (MIRANDA; SOUSA; PEREIRA, 2001). Os metabolitos secundarios da U.
tomentosa sdo os alcaloides oxinddlicos pentaciclicos e os estudos revelam que podem estar
relacionados com ag&o no sistema imune (REINHARD, 1999) e acdo antitumoral (RIBEIRO
et al.,, 2015). Outras classes bioativas presentes sdo os glicosideos de &cidos quindvicos
(AQUINO et al., 1989) e proantocianidinas (GONCALVES; DINIS; BATISTA, 2005).

A literatura registra algumas pesquisas envolvendo o processamento tecnoldgico
destas duas plantas como, por exemplo, a otimizacdo e o desenvolvimento de produtos
intermediarios e finais. Em relagdo as cascas de E. uchi foram realizados estudos para
otimizacdo do processo de secagem dos extratos pela técnica de aspersao (spray dryer)

(TACON, 2012). A U. tomentosa é uma droga vegetal que ja esta descrita na Farmacopeia
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Americana (PHARMACOPEIA ONLINE, 2016) e ha relatos de estudos com a producéo de
formas farmacéuticas sélidas orais com atividade antioxidante (MARQUES, 2008), existindo
inclusive disponivel no mercado nacional e internacional capsulas e comprimidos de cat’s
claw.

No entanto, ainda que seja possivel encontrar produtos secos da E. uchi e U.
tomentosa isoladamente, em termos tecnologicos, ainda sdo escassas formulacdes
padronizadas com estas espécies e inexistente um produto seco com a associacdo destas
plantas. Existem produtos de uso popular que tem ambas as espécies, entretanto é
comercializado sem registro junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
sendo vendido em feiras livres e indicados contra inflamagdes em geral (CASALLI;
ALMEIDA, 2010).

Os extratos vegetais secos sdo de grande interesse na industria farmacéutica, para a
producdo de formas farmacéuticas solidas, devido as vantagens de exatiddo de dosagem e
facilidade de manuseio, transporte e armazenagem, além de demonstrarem, em geral, maior
estabilidade quimica, fisica e microbioldgica (PACHU, 2007). Além disso, apresentam teor
mais concentrado de substancia ativas que as tinturas, infusos e macerados (PRISTA et al.,
2003). Vale ressaltar que a secagem pode ser feita com adi¢do de adjuvantes, sendo assim,
atribui-se o0 termo Extratos Secos por Aspersdo (ESA) quando ndo se adiciona esses
adjuvantes, e Produto Seco por Aspersdao (PSA) quando se faz adicdo destes (OLIVEIRA;
PETROVICK, 2010).

Porém, ainda que possam ser utilizados como forma farmacéutica final, os extratos
vegetais secos apresentam deficientes caracteristicas tecnologicas, tais como, pobre fluidez,
baixa densidade e elevada higroscopia, propriedades estas que dificultam desde a embalagem
do po até a obtencdo de uma forma farmacéutica sélida final, como as capsulas duras e 0s

comprimidos (PETROVICK, 2006; CHAVES; COSTA; FREITAS, 2009). Para superar isso,
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é possivel usa como produtos intermediarios no desenvolvimento de formas solidas derivadas,
como por exemplo, os granulados, os quais viabilizam a transformacdo em céapsulas e
comprimidos (SOUZA et al., 2009).

Dentre as varias técnicas de granulacdo, destaca-se a via Umida, em que 0 processo
envolve a agregacdo das particulas dos pos, com uso de liquidos como alcool, agua ou outras
solugdes aglutinantes, seguido da granulacdo dessa massa por meio de tamis e a secagem dos
grédos formados. Entre as vantagens sobre 0s extratos secos por aspersao esta o fato de que néo
aderem entre si, sdo mais agradaveis de ingerir, apresentam melhor conservacdo devida menor
superficie de contato e podem ser revestidos (PRISTA et al., 2003).

Hé ainda o processo de granulacdo em leito fluidizado que tem sido bem aceito devido
a possibilidade de controlar os varios estagios da producdo e de processar grandes quantidades
de material. O mecanismo de funcionamento consiste na dispersao por aspersao do liquido de
granulacdo no leito dos componentes a granular, os quais sdo secos continuamente pelo fluxo
de ar que os suspende no ar. Como vantagem, ha um alto grau de mistura dos solidos e
homogeneidade do produto final (DIAS, 2007).

Considerando-se a importancia terapéutica e econdmica E. uchi e U. tomentosa e a
necessidade do desenvolvimento de uma forma farmacéutica solida padronizada que
contentam extratos secos destas espécies, 0 objetivo principal deste trabalho foi realizar
estudos tecnoldgicos para obtencdo de forma farmacéutica sélida a partir destas plantas
medicinais, visando a obten¢do um produto seco padronizado com qualidade que possa ser

utilizado para elaboragédo de um futuro fitoterapico composto pelas duas espécies vegetais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Espécies Vegetais

2.1.1 Endopleura uchi

2.1.1.1 Aspectos Botanicos
E. uchi é uma arvore frutifera de grande porte, nativa da regido norte da Amazonia,
popularmente conhecida como uxizeiro (BRASIL, 2015), uchi, uxi amarelo e uxi-liso

(NAHUZ, 2013). A classificagdo taxondmica da espécie E. uchi pode ser descrita conforme a

Tabela 1.
Categoria Nome
Reino: Plantae
Diviséo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Magnoliidae
Ordem: Malpighiales
Familia: Humiriaceae
Género: Endopleura
Espécie: E. uchi (Huber) Cuatrecacas

Tabela 1 — Classificagao taxondmica da espécie botanica E. uchi.
Fonte: (MUNIZ, 2013)

Pertencente a familia Humiriaceae que compreende 8 géneros e um total de 49
espécies que sdo diferenciadas por meio do tronco das arvores, geralmente de coloracdo
marrom-escuro ou avermelhado e resinosos (RIBEIRO et al. 1999). No caso do E. uchi
(Figura 1) apresenta o tronco reto com cerca de 25 a 30 metros de altura e até 1 metro de
diametro (MENEZES; HOMMA, 2012). Demais caracteristicas botanicas da espécie sdo
folhas sempre glabras (lisas), com flores perfumadas, pequenas, com peétalas brancas com 5

sépalas (calice) e petalas (corola) (RIBEIRO et al., 1999; BORGES, 2010).
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Figura 1 — Uxizeiro (Endra uchi) }
Fonte: (MENEZES; HOMMA, 2012).

A éarvore se propaga por meio de sementes que demoram cerca de 10 meses para
germinar em areas de terras firmes (BRASIL, 2015). A producdo de mudas é um tanto dificil
pelo fato da germinacdo durar de 1 a 2 anos, mas a preservacdo e 0 uso sustentavel desta
planta é indispensavel, visto seu amplo uso medicinal, frutifero e madeireiro (MENEZES;
HOMMA, 2012).

Em geral, a frutificacdo ocorre de junho a dezembro, mas em Manaus e Belém,
ocasionalmente frutifica entre julho e agosto (BORGES, 2010). O fruto apresenta uma dupla
camada oblongo-elipsoide de, em média, 6 cm de comprimento e 4 cm de diametro, peso
variando de 50 a 70 g e apresenta coloracao verde-amarelada ou pardo-escuro quando maduro
(POLITI, 2009).

Em relacdo a casca do caule de E. uchi, o trabalho de Politi (2009) demonstra varias
estruturas microscopicas importantes para identificacdo e autenticidade da espécie boténica,
conforme se descreve a seguir:

a) in natura — apresenta distribuicdo periclinal das células do esclerénquima em

relacdo ao parénquima radial. H& abundancia de idioblastos cristaliferos no tecido

parenquimatico, e reservas de substancias fendlicas;
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b) no p6 da casca — presenca de fragmentos de fibras lignificadas envolvidas por
bainha cristalifera, de cristais prismaticos, de fragmentos de fibras gelatinosas,

poucas células pétreas e grdos de amido pequenos, esféricos e isolados.

2.1.1.2 Aspectos Fitoquimicos

Segundo Costa e colaboradores (2010), a analise das polpas dos frutos de E. uchi
revelaram altos valores de fitoesterois e tocoferois. Os autores detectaram, majoritariamente,
na polpa fitoesterois B-sitosterol+sitostanol (88,0 mg/100g), brassicasterol (19,0 mg/100g) e
stigmasterol (12,0 mg/100g). Em relacdo aos tocoferois, a concentracdo nos frutos de E. uchi
sdo mais elevados que o acai (Euterpe oleracea), sendo 37,49 pg/g de y-tocoferol e 200,92
ug/g de a-tocoferol, sugerindo altos valores de vitamina E.

Em relacdo as cascas do E. uchi sdo evidenciados trés tipos de classes de metabolitos
secundarios: taninos, saponinas e cumarinas (POLITI, 2009):

a) taninos — sdo sollUveis em agua e tem capacidade de precipitar proteinas e

alcaloides, do ponto de vista quimico sdo polifenois (POLITI, 2009);

b) saponinas — tem capacidade de reduzir a tensdo superficial da dgua que esta
diretamente ligado as acdes detergentes e emulsificantes. Estas podem ser terpenos
policiclicos ou glicosideos de esteroides por isso algumas sdo usadas para sintese
de esteroides (SIMOES et al., 2004);

c) cumarinas — sdo a classe de metabolitos derivados do metabolismo da fenilalanina
presentes principalmente nos vegetais. As propriedades farmacoldgicas dessas
substancias se devem aos padrdes de substituicdo da estrutura quimica, portanto
muitas cumarinas sdo isoladas de fontes naturais e utilizadas como precursoras de
bioativos (SIMOES et al., 2004). Uma das cumarinas presente no E. uchi é a

bergenina considerado marcador quimico da espécie (SILVA; TEIXEIRA, 2015).
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Das técnicas empregadas no estudo analitico das substancias presentes na especie E.
uchi a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) tem sido muito utilizada nas etapas
de identificacdo, doseamento e monitoramento das substancias (SILVA; TEIXEIRA, 2015).

Silva e Teixeira (2015) utilizando a CLAE detectaram 5 substancias fendlicas, sendo a
majoritaria a bergenina, principalmente no infuso da planta. No extrato aquoso das cascas de
E. uchi tem sido detectado 3,18% de bergenina (OLIVEIRA; NUNOMURA; NUNOMURA,

2009) e tem sido relatado valores de até 3,76 % (MUNIZ, 2013).

2.1.1.2.1 Bergenina

A bergenina (Figura 2) é a substancia majoritaria da planta E. uchi sendo uma
isocumarina extraida e isolada do extrato etandlico das cascas da espécie. Esta presente,
também, nos extrato aquoso liofilizado (BORGES, 2010), extrato metandlico e na fragédo

acetato de etila do extrato metandlico (MAGALHAES et al., 2007; SILVA et al., 2009).

Figura 2 — Estrutura quimica da bergenina.
Fonte: pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/bergenin

De acordo com Silva e Teixeira (2015), o conteudo de bergenina nos extratos das
cascas do E. uchi, obtidos por infusdo, sd&o de 813,4 mg/Kg e por extracdo em solugédo
hidroalcodlica, de 922,9 mg/kg. A molécula quimica da bergenina (Figura 2) € composta de
trés anéis de seis membros: um anel aromatico, um anel glucopiranose e um anel lactona

(BORGES, 2010).
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O conhecimento das propriedades fisico-quimicas da bergenina € importante para o
desenvolvimento de formas farmacéuticas contendo esta molécula. A bergenina se apresenta
como cristal ndo higroscopico e estavel contra calor e umidade. Em solugGes acidas (pH=1 a
5) é estavel em temperaturas de 25°C a 37°C, entretanto, sensivel a hidrolise em solucbes
neutras (pH=7) e alcalinas (pH=8), com intensificacdo da degradacdo com aumento da
temperatura. A bergenina se comporta como acido fraco com valores da constante de
ionizacdo de pKa= 5,46 e pKg= 5,74, assim apresenta uma maior fracdo ionizada em pH
neutros e alcalinos (Figura 3). A solubilidade da bergenina testada em pH igual a 1, 3 e 5
revelaram que o aumento da temperatura também eleva a solubilidade da substancia. Testes

de particdo octanol/agua evidencia pobre lipofilicidade da bergenina em pH acidos (ZHOU et

al., 2008).
H H H
o 5 o

HzA pKa=5.46 HA- + H+ pKa=5.74 A_z + 2H+

Figura 3 — Dissociacdo da bergenina.
Nota: A= 4cido fraco (bergenina)
Fonte: (ZHOU et al., 2008; DITTRICH et al., 2009)

A bergenina apresenta propriedades fisico-quimicas semelhantes a algumas
isocumarinas, que apresentam anel “a-pyrone” e lactona af-insaturada. O anel lactona das
isocumarinas tem a tendéncia de hidrolisar e forma sal em pH alcalinos. Neste sentido a
bergenina pode sofrer a mesma reagdo de hidrolise (WU; WU, 2003 apud ZHOU et al., 2008,
p. 367).

As modificagbes na estrutura quimica da bergenina, como a acetilacdo, tém

aumentado as atividades bioldgicas pelo aumento da lipoficilidade por ser um grupamento
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organico de baixa polaridade. Tal modificacdo gerou a chamada acetilbergenina, que
demonstrou apresentar maior efeito hepatoprotetor in vivo (BORGES, 2010); e atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli ndo observada com a bergenina (CASTRO, 2013).
Nota-se que a bergenina tem sido uma molécula promissora por suas propriedades fisico-
quimicas, atividades bioldgicas, podendo servir ainda como precursora de novas substancias

com potencial farmacolégico.

2.1.1.3 Aspectos farmacologicos

2.1.1.3.1 Etnofarmacoldgicos

A planta E. uchi apresenta elevada importancia devido ao amplo uso medicinal,
frutifero e madeireiro (MENEZES; HOMMA, 2012). As sementes ou caro¢os dos frutos séo
usados para confeccdo de artesanato, enquanto, a casca do caule tem emprego na medicina
popular (SHANLEY; MEDINA, 2005).

A casca de E. uchi vem sendo bastante empregada pelos habitantes da regido norte do
Brasil na forma de cha para tratamento de afeccBes do trato genito urinario feminino e no
tratamento de tumores uterinos benignos, além do uso como anti-inflamatério (SILVA et al.,
2009).

Em relacdo a cadeia produtiva da E. uchi, a matéria-prima vegetal € mais encontrada
em Manacapuru, Iranduba e Parintins, sendo obtidas, na maior parte das vezes, pelos
fornecedores (58,2%) com valores de venda que variam entre R$ 3,00 e R$ 4,00 um pacote de
50 g e a maior parte do publico consumidor sdo as mulheres, onde mais da metade diz que é

indicado para o combate a miomas (58,3%) (BEZERRA et al., 2011).



26

2.1.1.3.2 Ensaios Pré-clinicos

Antioxidante e inibicdo enzimatica

Silva e Teixeira (2015) demonstraram que o infuso e extrato hidroalcodlico das cascas
de E. uchi apresentaram atividade antioxidante nos ensaios de DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila) e superoxido. A atividade antioxidante do extrato de E. uchi tem sido relatada com
valores de Clsg de 3,7 pg/mL sendo relacionada a um alto contetido de substancias fenolicas
(SILVA et al., 2012; TACON, 2012). Mencionam, ainda, que extratos vegetais causaram a
inibicdo de acetilcolinesterase, butilcolinesterase e a-glucosidase. Neste sentido, ha grande
interesse para incorporacdo em formas farmacéuticas para reducdo da hiperglicemia e pela
inibicdo das colinesterases.

De acordo com Kim e colaboradores (2000), a molécula bergenina, isolada de outras
plantas, demonstrou acdo anti-hepatotdxica quando se utilizou tetracloreto de carbono para
induzir citotoxicidade em hepatdcitos. Os autores ainda descrevem que a bergenina aumenta a
atividade das enzimas glutationa S-transferase e glutationa redutase, que possuem atividade
antioxidante e sdo importantes na desintoxicac¢do do organismo.

Em relacdo a seguranca dos extratos aquosos, no trabalho de Politi e colaboradores
(2010) foi verificado que os extratos aquosos ndo apresentam toxicidade sistémica em
camundongos, conferindo, assim, evidéncias da seguranga no seu consumo.

Segundo S& e colaboradores (2015), os extratos hidroalcodlicos também nao
apresentam efeitos toxicos ou mortes em ratos Wistar, nem mesmo alteracGes no peso e
pardmetros bioquimicos dos animais. A Unica alteragdo foi o indice de eritrocitos nos animais
tratados, mas, sem relevancia clinica.

Os estudos de viabilidade celular realizado por Silva e Teixeira (2015) demonstram

que, no ensaio com cultura de células, os extratos ndo revelaram acdo citotoxica para
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linhagem Caco-2, que sdo amplamente utilizadas em ensaios por mimetizarem in vitro o

epitélio intestinal (MIRET; ABRAHAMSE; GROENE, 2004).

Acdo bioldgica

Em avaliacbes da atividade antitumoral, Bento (2013) verificou que o decocto de E.
uchi diminuiu a viabilidade e proliferacdo celular de forma dose-dependente, sobre a
linhagem de células tumorais de cérvix uterino humano (HeLa). O autor aponta que o decocto
foi capaz de promover a morte de células HeLa por apotose através da via mitocondrial e por
promoverem a ativacao dos macrofagos peritoneais. Possivelmente, a substancia relacionada a
apoptose das células HeL a citada por Bento (2013) pode ser a bergenina.

Nunomura e colaboradores (2009) destacou a atividade anti-inflamatéria da
bergenina e sugeriu o possivel mecanismo de acdo, baseado na inibicdo seletiva da
cicloxigenase 2 com Clsg de 1,2 pumol/L de bergenina.

Tem sido relatada acdo in vitro no crescimento de leveduras do género Candida,
contra C. albicans, C. guilliermondii e C. tropicalis, com uso do extrato aquoso e extrato de
acetato de etila da E. uchi (TACON, 2012; GIORDANI; SANTIN; CLEFF, 2015).

Os extratos de E. uchi podem ndo ser eficientes em cepas de Aspergillus niger,
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Trichoderma reesei e Trichophyton rubrum
(PAULA, 2011). Em Silva e Teixeira (2015), a acdo antibacteriana foi mais efetiva nas
bactérias gram-positivas: Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Micrococcus luteus,
Enterococcus faecalis e Bacillus cereus.

No trabalho de Politi (2009), a atividade do extrato aquoso obtido por infusdo a 10 %
(m/v), revelou um pequeno halo de inibicdo frente a linhagem de C. albicans e o extrato

hidroalcodlico 10% (m/v) obtido por percolacdo apresentou baixa atividade contra S. aureus.
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Silva e colaboradores (2009) demonstraram a inibi¢do do crescimento de leveduras
da espécie C. albicans, C. tropicalis e C. guilliermondii e, neste sentido, os autores
mencionam que este fato colabora na compreensdo do seu uso tradicional contra que
infeccdes que afetam o aparelho reprodutor feminino.

Politi e colaboradores (2011), fizeram analises da atividade antioxidante,
citotoxicidade e atividade antimicrobiana de extratos da casca de E. uchi. Notou-se que 0s
valores antioxidantes dos extratos e os padrdes antioxidantes foram semelhantes. A anélise de
citotoxicidade em células de mamiferos indicou valores de ICsy superiores a concentracdo
mais elevada utilizada, mostrando que ndo apresentam um risco quando consumidos nestas

condicdes.

2.1.1.4 Estudos Tecnologicos e Controle de Qualidade

Muniz (2013) analisou 14 amostras comercias de produtos contendo cascas de E. uchi
guanto ao contetdo de bergenina, e os valores encontrados variaram de 8,06 até 143,20
pg/mL ou 0,2 a 3,57%, e, quando comparados com o valor do padrdo de 151,02 pg/mL
(3,76%) referente as cascas E. uchi da Reserva Ducke, apenas 5 amostras se aproximaram do
valor padrdo.

Devido a essas grandes varia¢fes no teor de marcador quimico verifica-se que muitos
desses produtos ndo seguem o minimo exigido pelas Boas Praticas de Fabricacdo. Além disso,
tais produtos ndo sdo registrados como fitoterapicos, mas como suplementos alimentares.
Apesar disso, ainda sdo produtos vendidos livremente nas feiras livres. A propria Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ndo recomenda o uso desses suplementos
alimentares, uma vez que apenas pelos habitos alimentares corretos, é possivel ter todos os

nutrientes necessarios ao corpo humano. Entretanto, a crescente facilidade no acesso a esses
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produtos via internet, eletrdnica e compra sem necessidade de receita médica faz a
popularizacéo desses produtos (ANVISA, 2016).

Tacon (2012) contribuiu de forma significativa com a pesquisa tecnolégica sobre a E.
uchi por otimizar e padronizar o processo de obtencdo de solugcbes extrativas desta espécie,
como também, realizar a avaliacdo do processo de secagem em spray dryer dessas solucdes
extrativas e 0s parametros operacionais para 0 desenvolvimento de um produto seco por

aspersdo com alta qualidade tecnologica.

2.1.2 Uncaria tomentosa

2.1.2.1 Aspectos Botanicos

A U. tomentosa pertence a Familia Rubiaceae (Tabela 2; Figura 4). E uma planta
medicinal com potencial econdmico e comercial, conhecida internacionalmente (MIRANDA;
SOUSA,; PEREIRA, 2001). A espécie U. tomentosa € popularmente chamada de unha-de-gato
(cat’s claw) devido ao fato da planta conter espinhos em forma da unha de gato. Diferencia-se
das outras espécies do mesmo género, como a U. guianensis, que possuem espinhos
semicurvados, originando o nome popular de bailarina justamente devido ao formato
semelhante a uma saia. A planta ocorre em zonas tropicais do Brasil, Peru, Venezuela,
Coldémbia, Bolivia, Guianas e Paraguai (SHANLEY; MEDINA, 2005).

A U. tomentosa é uma espécie perenifolia, assim, apresenta folhas durante todo o ano
(MIRANDA; SOUSA; PEREIRA, 2001), enquanto que as flores surgem nos meses de
setembro a novembro e frutificam de outubro a dezembro (SHANLEY; MEDINA, 2005). O
fruto é bivalvo e comprido, medindo até 6 mm de longitude. As sementes sdo muito pequenas,

fusiformes e aladas (MIRANDA; SOUSA; PEREIRA, 2001).
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Categoria Nome

Reino: Plantae
Diviséo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Sub-classe: Asterids
Ordem: Gentianales
Familia: Rubiaceae
Subfamilia: Cinchonoidae
Tribo: Naucleeae
Género: Uncaria
Espécie: U. tomentosa (Willd.) DC.

Tabela 2 — Classificagdo taxondmica da espécie botanica U. tomentosa
Fonte:https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=128375

Figura 4 — Unha de gato (Uncaria tomentosa)
Fonte: (MIRANDA; SOUSA; PEREIRA, 2001; SHANLEY; MEDINA, 2005; MARQUES, 2008).

A literatura registra diversos estudos com esta espécie vegetal. Sua descri¢do botanica,
quimica e de atividade bioldgica é bastante descrita, apresentando inclusive monografia na
Farmacopeia Americana (PHARMACOPEIA ONLINE, 2016). Assim, os principais trabalhos

realizados com essa espécie vegetal sdo relatados de forma resumida a seguir.

2.1.2.2 Aspectos Fitoquimicos

Os metabolitos secundarios da U. tomentosa sd&o os alcaloides oxinddlicos
pentaciclicos relacionados com agdo no sistema imune (REINHARD, 1999) outras classes
bioativas sdo os glicosideos de acidos quindvicos (AQUINO et al., 1989) e proantocianidinas

(GONCALVES; DINIS; BATISTA, 2005).
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Pefialoza e colaboradores (2015) identificaram distintamente trés quimiotipos da
espécie U. tomentosa, ou seja, apesar da presenca dos alcaloides oxindolicos, as plantas
possuem composicdo quimica diferente, porém, estavel ao longo de varias geragdes, mesmo
pertencendo a mesma espécie botanica. O quimiotipo | é caracterizado por conter
majoritariamente especiofilina, uncarina F, pteropodina e isopteropodina, que sao
classificados como Alcaloides Oxinddélicos Pentaciclicos (POA) (Figura 5) com juncédo de
anel tipo cis. Enquanto o quimiotipo Il hd maior conteddo de mitrafilina e isomitrafilina que
ja sdo POA com juncdo de anel tipo trans. No quimiotipo Ill encontra-se a rincofilina e
isorincofilina classificados como alcoloides oxindolicos tetraciclicos (TOA).

Valente e colaboradores (2006) dado énfase a 6 POA (Figura 5) considerados
marcadores do género Uncaria spp.: especiofilina, mitrafilina, uncarina F, isomitrafilina,
pteropodina e isopteropodina. Os autores também desenvolveram um método analitico
qualitativo por meio de cromatografia em camada delgada (CCD) para verificacao do perfil

dos POA nas folhas, nas cascas e nos produtos contendo U. tomentosa.

[somitrafilina Pteropodina [sopteropodina

Figura 5 — Alcaloides oxinddlicos pentaciclicos da U. tomentosa.
Fonte: (VALENTE et al., 2006).
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A mitrafilina € um dos alcaloides oxinddlicos pentaciclicos marcadores do género
Uncaria spp. (VALENTE et al., 2006). Este alcaloide apresenta juncéo anelar trans D / E
(PENALOZA et al., 2015).

Pereira (2013) analisou o perfil quimico, o teor de alcaloides (considerando a
mitrafilina como marcador) e, também, o teor de polifendis (considerando o &cido clorogénico
como marcador) em amostras de folhas de U. tomentosa, provenientes de diferentes
localidades, utilizando técnicas cromatograficas (CCD e CLAE). O autor verificou que trés
das amostras investigadas apresentaram conteddos de mitrafilina entre 0,88 a 2,15 mg/g nas
folhas secas. Todas as amostras estudadas apresentaram um contetdo de &cido clorogénico
variando de 0,14 a 1,71 mg/g nas folhas secas e, por fim, verificou que uma das amostras
provavelmente ndo se tratava de U. tomentosa, pois foi constatado o flavonoide campferitrina
na sua constitui¢do quimica. Tal estudo demonstra a importancia da realizacdo de um rigoroso
controle quimico para esta espécie vegetal, a fim de evitar adulteragdes e garantir a seguranca
e eficécia da droga vegetal e produtos derivados.

Estudos revelam que a mitrafilina isolada apresenta algumas atividades biolégicas, tais
como, inibicdo do crescimento das linhagens de células neoplésicas in vitro (PRADO et al.,

2007; GIMENEZ et al. 2010) e acdo anti-inflamatdria in vivo (ROJAS-DURAN et al., 2012).

2.1.2.3 Aspectos Farmacoldgicos

2.1.2.3.1 Etnofarmacoldgicos

U. tomentosa é utilizada na medicina popular (uso tradicional) no tratamento de asma,
cancer, contracepgdo, efeitos colaterais de quimioterapia, febres, feridas, fraqueza,
hemorragias, inflamagdes, inflamag6es no trato urinério, irregularidades menstruais, limpeza

dos rins, purificacdo da pele/ sangue e Ulcera gastrica. Utilizado ainda na terapéutica de
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artrites, bursites, reumatismo, herpes genital e herpes zoster, alergias, candidiases
sistematicas, lUpus, fadiga crénica, intoxicacdo ambiental, coadjuvante em depressao e AIDS.
Relata-se ainda a associacdo de U. tomentosa com uxi-amarelo (E. uchi) no tratamento de

miomas e cistos uterinos (JONES, 1995 apud VALENTE, 2006).

2.1.2.3.2 Ensaios Pré-clinicos

U. tomentosa possui uma acdo antiproliferativa contra linhagens celulares especificas
(MARTINO et al., 2006; PILARSKI et al., 2010). De acordo com PRADO e colaboradores
(2007), as propriedades antitumorais da U. tomentosa é parcialmente explicada pelos
alcaloides pentaciclicos isolados da droga vegetal, como a mitrafilina. Entretanto, essa
atividade anticancerigena também pode estar ligada a acdo sinérgica de varios outros
componentes presentes no extrato da planta, em vez da atividade de uma substéncia isolada
(GIMENEZ et al., 2010).

Alguns estudos relatam que a mitrafilina, isolada da U. tomentosa, em concentracdes
micromolares de 5 a 40 mM, inibiu o crescimento das linhagens de células neoplasicas como
neuroblastoma SKN-BE, glioma GAMG (PRADO et al., 2007), sarcoma de Ewing humano

MHH-ES-1 e células de cancer de mama MT-3 (GIMENEZ et al. 2010).

Rojas-Duran e colaboradores (2012) evidenciaram que a mitrafilina possui acéo anti-
inflamatoria por inibi¢do de citocinas inflamatérias em modelo murino in vivo. Os autores
descrevem que a mitrafilina inibiu cerca de 50% da liberagdo das interleucinas 1a, 1b, 17 e
TNF-a semelhante a substancia padrdo (dexametasona). Relatam ainda a reducdo de 40% de
interleucina 4 e que o isolado ndo mostrou qualquer toxicidade nas células K562, nem nos
macrofagos murinos em doses até 100 mM.

Paz e colaboradores (2016), estudando o efeito da mitrafilina em modular a ativacéo

dos neutrdfilos e de regular citocinas inflamatorias, notaram que a mitrafilina é capaz de gerar
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respostas anti-inflamatorias que diminuem a ativacdo de neutrdfilos, contribuindo para a
atenuacdo de episodios inflamatdrios.

Herrera e colaboradores (2010), estudando efeito antimicrobiano contra Enterococcus
faecalis, S. aureus e C. albicans com formulagdes de gel de natrosol contendo U. tomentosa a
2%, clorexidina a 2% e clorexidina 2% com U. tomentosa 1%, verificaram que as
formulacBes foram mais eficazes contra as cepas E. faecalis e C. albicans. Em relacdo ao
produto contendo 2% clorexidina + 1% U. tomentosa, o diametro médio do halo de inibicéo
variou de 21,7 a 33,5 mm. Nos trabalhos de Herrera e colaboradores (2016), o gel com 2% de
U. tomentosa também apresentou efeito antibacteriano contra E. faecalis em modelo de
dentina infectada.

A isopteropodina, alcaloide da U. tomentosa, tem apresentado potente acgdo
antibacteriana contra bactérias Gram-positivas, como S. aureus, com CIM 150 pg/ml e
Bacillus subtilis, 250 pg/ml, sendo que as CIM do padrdo ampicilina foram de 5 pg/ml para S.
aureus e 10 pg/ml para B. subtilis (GARCIA et al., 2005).

Ainda que a U. tomentosa tenha a¢des no sistema imunoldgico, anti-inflamatérias e
antioxidantes, deve-se levar em consideracao aspectos relacionados a seguranca do uso dessa
espécie vegetal. A literatura ressalva que o seu uso é contraindicado na gravidez, pois esta
associada a um risco substancial de causar malformacdo fetal ou dano irreversivel,
classificado como risco de categoria D, provavelmente pelo elevado teor de alcaloides.
Recomenda-se utilizar produtos derivados de U. tomentosa com o contetdo de alcaloides
padronizado. Algumas reacdes adversas mencionadas sdo diarreia temporaria, constipacao,
indigestao, linfocitose, eritrocitose e agravamento da acne (MILLS; BONE, 2005).

Caldas e colaboradores (2010) realizaram estudo visando avaliar a seguranca de um
creme com U. tomentosa para o tratamento topico de herpes labial. Neste trabalho, 27

pacientes receberam aciclovir, enquanto 27 aplicaram o creme com U. tomentosa, mas ndo
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houve diferenca significativa entre as respostas. Contudo, os autores relataram que ambos 0s
produtos foram seguros, sem ocorréncia de reacOes adversas. Além disso, em relacdo a
gravidade da reacdo inflamatoria, o produto de U. tomentosa foi significativamente melhor do
que o aciclovir. Este fato deve-se a U. tomentosa poder atuar como um agente anti-
inflamatorio.

Gama e colaboradores (2010) avaliaram o extrato de U. tomentosa na forma de um gel
50 mg/g de aplicacdo topica como complemento no tratamento e controle das lesdes orais e
genitais decorrentes da infeccdo com herpes simplex tipo 1 (HSV-1) e 2 (HSV-2). No grupo
de 150, pacientes, ap6s 5 dias de tratamento, 30% tiveram cura total das lesdes. Daqueles que
continuaram, 101 pacientes, 68,3% tiveram cura das lesbes em 10 dias. Eventos adversos
brandos e transitorios foram detectados em dez pacientes, mas na avaliagdo meédica o gel
contendo o extrato de U. tomentosa foi eficaz e seguro no tratamento e controle das lesdes
orais e genitais decorrentes da infeccdo com HSV-1 e HSV-2 nesses pacientes. Os autores
ressaltam, ainda, a combinacéo de efeitos anti-inflamatorias, antivirais e de imunoestimulacéo
da planta para propiciar os beneficios terapéuticos para o tratamento dessas lesdes.

Sheng e colaboradores (2001) realizaram estudo com pacientes de quimioterapia,
administrando comprimidos contendo extrato aquoso de U. tomentosa denominado de C-
Med-100®. O estudo demonstrou uma melhora na recuperacdo do DNA, resposta mitogénica
e na recuperacdo dos leucdcitos ap6s danos induzidos pela quimioterapia nos voluntarios
humanos. Os autores observaram ainda que ndo houve respostas toxicas relacionadas ao

suplemento C-Med-100°.

2.1.2.4 Estudos Tecnologicos

No trabalho de Marques (2008) foi observado, através de CLAE, que casca

pulverizada de U. tomentosa e o liofilizado obtido do decocto da droga vegetal apresentam
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um perfil quimico caracteristico de substancias fenolicas. O estudo demonstrou como
majoritario o acido cafeico e presenca das substancias: acido protocatéquico, catequina e
epicatequina. Verificou-se ainda, diversas moléculas com perfis espectrais e maximos de
absorcéo caracteristicos de 3-flavanois poliméricos, correspondentes a proantocianidinas.

Ribeiro e colaboradores (2015) desenvolveram e otimizaram nanoparticulas de PLGA
(polimero &cido lactico-co-acido glicélico) com extrato seco de U. tomentosa contendo 4,5%
alcaloides totais.

As formas farmacéuticas orais solidas quando comparadas as preparacdes usadas na
medicina tradicional (chas) apresentam certas vantagens, tais como, sdo de mais féacil
administracdo, facilitando a adesdo do doente a terapéutica e permitem conferir maior
estabilidade dos constituintes ativos e exatidao de doses a administrar. Neste sentido, Marques
(2008) desenvolveu uma forma farmacéutica sélida de U. tomentosa com elevado teor de
proantocianidinas para ingestao oral.

Nas farmacias de manipulacdo de Cuiab4, a dispensacdo de fitoterapicos, em especial
a U. tomentosa (Unha-de-gato) tem bom indice de aceitabilidade pela populacdo, todos os
farmacéuticos conhecem as indicacOes desses produtos e 80% desses dispensam a U.

tomentosa (BIESKI, 2006).

2.2 Formas Farmacéuticas Solidas

2.2.1 Extratos Secos
Os extratos secos tem sido uma das matérias-primas mais utilizadas na producgdo de
medicamentos fitoterapicos devido sua vantagem de maior estabilidade quimica, fisico-

quimica e microbioldgica, maior facilidade de padronizagdo, exatiddo de dosagem, manuseio,
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transporte e mais elevada capacidade de transformacdo em outras formas farmacéuticas
(PRISTA et al., 2003; PACHU, 2007; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Para a obtencdo dos extratos secos é necessario fazer uso de operacdo de secagem,
uma técnica de secagem por aspersdo (spray drying) tem sido de grande emprego para

obtencdo de medicamentos (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

2.2.1.1 Técnica por Spray Dryer

A técnica de secagem por Spray Dryer, também conhecida como secagem por
aspersdo, por nebulizacdo ou por pulverizacdo, pode ser aplicada para secagem de solucdes,
pastas, emulsdes ou suspensdes, que sdo atomizadas em finas goticulas em uma camara
provida de ar quente, com o intuito de eliminar solvente (por evaporacao) e obter produto
seco particulado (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). A eficacia se baseia no principio do
aumento da area de contato e no fornecimento de energia para vaporizacdo do solvente e,
também, suficiente ar dessecante para absorver a umidade (MASTERS, 1973).

Uma grande vantagem desta técnica de secagem é a possibilidade de obtencdo de
produtos diretamente na forma de pd, eliminando a necessidade de etapas de moagem tipicas
de outros processos de secagem. Além disso, o tempo de permanéncia do material a secar
dentro da camara de secagem é curto, tornando-a adequada para a secagem de produtos
termossensiveis, como algumas substancias contidas nos extratos vegetais (OLIVEIRA,;
PETROVICK, 2010).

Em relacdo ao processo de otimizacdo de secagem, dentre os pardmetros que devem
ser observados, destacam-se temperatura de entrada e de saida, velocidade de fluxo de
alimentacdo, concentracdo e tipo de adjuvantes tecnoldgicos, teores de residuos seco

(VASCONCELOS et al., 2005).
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A técnica de secagem por aspersdo (spray dryer) tem sido mais adequada para
determinados materiais e metabolitos vegetais que o uso da liofilizacdo e fornos de secagem.
A secagem por aspersdo é capaz de gerar produtos com caracteristicas fisico-quimicas mais
adequadas, tais como valores de higroscopicidade reduzidos e melhor integridade quimica que
demais formas de secagem (CHRANIOTI; CHANIOTI; TZIA, 2016).

No entanto, a problematica dos produtos secos por aspersdo € que estes, geralmente,
apresentam deficientes caracteristicas tecnologicas, como pobre fluidez, baixa densidade e
elevada higroscopia, propriedades estas que dificultam a obtencdo de uma forma farmacéutica

solida final (PETROVICK et al., 2006; CHAVES et al., 2009).

2.2.2 Granulados

Os granulados sdo, geralmente, substancias medicamentosas associadas a adjuvantes
tecnoldgicos que se apresentam na forma de pequenos grdos ou granulos irregulares. O
processo de granulacdo envolve a aglomeracdo das particulas dos pés, com uso de liquidos
como alcool, agua ou solucgdes aglutinantes, seguido da granulacdo dessa massa por meio de
equipamento apropriado e a secagem dos graos formados (PRISTA et al., 2003).

As vantagens sobre 0s p6s, como no caso dos produtos secos por aspersdo, Sdo
(PRISTA et al., 2003):

e ndo liberam p6 quando armazenados ou administrados;

e 0s grdo ndo aderem entre si devido a baixa higroscopicidade;
e estética;

e mais agradaveis de ingerir e posologia mais facil;

e melhor conservacao devido menor superficie de contato;

e podem ser revestidos.
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No entanto, o processo de granulagdo tem alguns pontos negativos, uma vez que
requer procedimentos unitarios adicionais que levam a mais custos, tempo, equipamentos,
espacos fisicos e recursos humanos (PETROVICK et al., 2006). Porém, é uma etapa crucial
para superar as desvantagens dos produtos secos por aspersao.

Para a preparacdo do granulado ha a via seca e a via umida. Na via seca, 0 agente
efetor € a pressdo onde, por compactacdo, atuam as forcas coesivas das particulas. Pela via
umida, o uso do liquido de umedecimento promove a dissolucdo parcial de um ou mais
constituintes da mistura de p6s (COUTO; GONZALEZ-ORTEGA; PETROVICK, 2000).

Ha ainda o processo de granulacdo em leito fluidizado, que tem sido bem aceito
devido a possibilidade de controlar as varias etapas do processo. O mecanismo de
funcionamento consiste na dispersdo por aspersdo do liquido de granulacdo no leito dos
componentes a granular, os quais sdo secos continuamente pelo fluxo de ar que os suspende
no ar. Como vantagem, ha um alto grau de mistura dos so6lidos e homogeneidade do produto

final (DIAS, 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar estudos tecnoldgicos para obtencdo de formas farmacéuticas solidas, pés e

granulados, a partir das cascas do caule de E. uchi e U. tomentosa.

3.2 Objetivos Especificos

Obter e caracterizar a droga vegetal e as solucdes extrativas (SE) de E. uchi e U.
tomentosa;

Verificar a viabilidade de obtencdo de extrato e ou produto seco por aspersdo de E.
uchi e U. tomentosa de forma isolada e em associag&o;

Avaliar a viabilidade da obtencdo de forma farmacéutica solida, tipo granulado, a
partir de E. uchi através da técnica da via imida classica por leito fluidizado;

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e tecnoldgicas dos produtos pulvéreos
obtidos;

Avaliar atividades biolégicas dos produtos obtidos: citotoxicidade, atividade

antifingica e anti-inflamatdria de 6xido nitrico (NO®).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Equipamentos e acessorios

Agitador magnético Nova Etica® modelo 114

Aparelho Mini Spray Dryer (modelo MSD 1.0) da Labmag® do Brasil
Balanca analitica Shimadzu modelo Ay 220

Balanca de secagem Shimadzu® modelo MOC-120 H

Banho-maria Quimis® modelo 0334 M-28

Dissolutor Nova ética® modelo 299-6ATTS

Espectrofotdmetro UV-Vis, Shimadzu®, modelo UV-1700 Pharma Spec
Estufa com circulago e renovacdo de ar Solab® modelo SL102
Friabilometro Nova ética® modelo 300

Malhas (tamises) Bertel®

Medidor de pH Hanna Instruments® modelo pH21

Moinho de facas Tecnal® tipo Wiley

Tamisador Bertel®

4.1.2 Reagentes, solventes e solugdes

Etanol 96° GL
Agua destilada

Reagente de Folin-Ciocalteu

Solugéo de Carbonato de Sodio 29% (m/V)
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4.1.3 Adjuvantes farmacéuticos

Aerosil® (Di6xido de silicio coloidal)

Estearato de magnésio

Amido

Amido modificado (HI-MAIZE)

Bergenina

Mitrafilina

4.2 Métodos

4.2.1 Delineamento experimental

42

Os experimentos foram realizados nas seguintes etapas (Figura 6): inicialmente a

caracterizagdo da MPV; obtencdo e caracterizagdo das SE; secagem em Spray Dryer para

obtencdo dos ESA, PSA e MSA,; ensaios bioldgicos (antifingico, citotoxicidade e anti-

inflamatdria) dos produtos secos; ensaio piloto para obtencdo de granulados pela via umida

classica e por leito fluidizado.

Plantamedicinal

Preparagidoe
. caracterizagdoda
MPV

»

( Atividades biologicas:
Antifingica;
Citotoxicidade;
Anti-inflamatéria

a

Preparagioe
caracterizagdoda
SE/SEC-He/Aq

7

. 4

Preparagédoe
caracterizagdo do

ESA/PSA—He/Aq

o

Preparacdoe Preparagéoe
caracterizagio dos caracterizagédo dos
granulados viaumida granulados pelo leito
tradicional com PSA fluidizado com SEC
He E. uchi He F. uchi

Figura 6 — Fluxograma do procedimento experimental.

Nota: MPV=

Fonte: Acervo pessoal.

matéria-prima  vegetal;

SE= solugdo extrativa;
He= hidroetandlica; Aq= aquosa; ESA= extrato seco por aspersdo; PSA= produto seco por aspersao.

SEC=

solucdo extrativa concentrada;
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O presente trabalho possui carater multidisciplinar e, para sua execucdo, foram
realizadas parcerias com varios laboratérios. Os ensaios de caracterizacdo do material vegetal,
preparacdo de solucdo extrativa, obtencdo de extrato seco e produtos secos por asperséo,
operacdo de granulacdo foram realizados nos Laboratorios de Tecnologia Farmacéutica da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM), coordenado pela Prof?, Dra. Tatiane Pereira de
Souza em colaboracdo do Técnico em quimica Newton de Leiros Garcia Junior.

Os ensaios de dissolucéo e friabilidade foram realizados no Laboratorio de Controle de
Qualidade da UFAM, coordenado pela Prof. Dra. Katia Solange Cardoso Rodrigues dos
Santos Geraldi em colaboracdo do Técnico em quimica Roberto Bentes.

A quantificacdo dos marcadores quimicos, por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, dos produtos derivados das drogas vegetais, E. uchi e U. tomentosa, foram
realizados no Laboratério de Fisica Industrial da Faculdade de Farmacia da USP-Ribeirdo
Preto, sob a coordenacdo do Prof. Dr. Luis Alexandre Pedro de Freitas em colaboracdo da
Técnica em quimica Aurea Lanchote.

A atividade antiflngica e ensaio preliminar do mecanismo de acdo foi realizada no
Laboratorio de Micologia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA),
coordenado pelo Dr. Jodo Vicente Braga de Souza em colaboracdo da Dra. Ana Claudia Alves
Cortez e grupo de pesquisas de Micobactérias e Fungos da Amazénia.

Os ensaios para avaliar as atividades de citotoxidade e anti-inflamatdria in vitro foram
realizados no Laboratério Biophar e Laboratério de Cultura de Células da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da UFAM, coordenados pelo Dr. Emerson Silva Lima e Dra. Marne
Carvalho de Vasconcellos, respectivamente, em colaboracdo da Msc. Marcia de Jesus

Amazonas da Silva.
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4.2.2 Obtencdo e caracterizacdo da matéria-prima vegetal (MPV)

O material vegetal, seco e rasurado, de cascas do caule de E. uchi e cascas de U.
tomentosa foi adquirido comercialmente na Loja de Produtos Naturais do Dr. Juan Revilla
localizada na cidade de Manaus - AM. O produtor informou que uma exsicata de E. uchi foi
depositada no Herbario do INPA sob n° 276857 e que a exsicata de U. tomentosa estava ainda
sendo providenciada. Ao logo deste trabalho foram obtidos diferentes lotes de droga vegetal:
para E. uchi Lote 1 (01/2016) e Lote 2 (07/2016) e para U. tomentosa Lote 1 (03/2017). Para
0 U. tomentosa ainda, foram doados galhos in natura pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria (Embrapa) da Amazoénia Ocidental, dos quais foi realizado a retirada das cascas
para gerar o lote 2 (05/2017) da espécie.

Para dar inicio ao tratamento do material vegetal, este foi pesado e amostras retiradas
para a analise do teor de umidade. Todo material com umidade acima de 14%, foi submetido
a secagem em estufa de ar circulante a 40 °C, por 7 dias. Apds o tempo de secagem, 0S
materiais foram levados para moinho de facas, com abertura de malha de 1 mm. O material
cominuido resultante foi armazenado, constituindo a MPV e caracterizado de acordo com 0s

ensaios descritos abaixo.

4.2.2.1 Determinacéo da perda por dessecacdo (PD) por balanca de secagem

O ensaio consiste em utilizar uma balanca de secagem para avaliar o conteddo de
umidade e volateis na amostra. Para isso, foi pesado 1 g da amostra e distribuida
uniformemente no coletor de aluminio contido no aparelho. Foi programada temperatura de

105°C + 1°C até peso constate, procedimento realizado em triplicata (ANVISA, 2010).
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4.2.2.2 Determinacéo da perda por dessecacdo (PD) em estufa

O ensaio de consiste em utilizar pesa-filtros previamente tarados, estufa de circulacao
de ar e dessecador com silica gel para avaliar o contetdo de umidade e volateis na amostra.
Inicialmente, foram pesados 1 g de MPV em pesa-filtros, sendo posteriormente, colocados em
estufa a 105°C £ 1°C por periodo inicial de 2 horas. Os pesa-filtros com as amostras foram
retirados da estufa e arrefecidos por 20 minutos em dessecador e pesados em seguida. Este

procedimento foi repetido, com intervalos de 1 hora, até peso constante (ANVISA, 2010).

4.2.2.3 Analise granulometrica por tamisacao

Foi pesado cerca 50 g do material moido e transferido para um conjunto de tamises.
Os tamises, com abertura de malha de 1,0; 0,850; 0,710; 0,600; 0,500; 0,425; 0,355; 0,250
mm. O conjunto de tamises foi colocado em aparelho agitador mecanico e deixado por 15
minutos, com 60 vibracdes por segundo. Apds, foi removido o material retido na superficie
superior de cada tamis com auxilio de um pincel para um papel impermeavel. Foi pesado o p6
e também o material retido no coletor (ANVISA, 2010). A andlise foi realizada em triplicata.

Os dados foram analisados através da construcdo de histograma de distribuicdo e
grafico com as curvas de retencdo e passagem a fim de verificar a granulometria das
particulas e a classificacdo do p6. O diametro médio foi obtido por meio do valor de
interseccdo do grafico de curva de retencdo/passagem e, também, através do método

matematico descrito por Allen Janior, Popovich e Ansel (2007), conforme a Equacédo 1:

3 (Wretida x abertura média do tamis ~
Dm =2 - ) (Equacdo 1)

100

Legenda: Dm= diametro médio (mm).
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4.2.2.4 Determinacéo do teor extrativo

Este ensaio avalia o teor de substancias hidrossolUveis presentes na amostra, além de
ser um parametro obrigatorio de controle de qualidade. Inicialmente 1,5 g da MPV foram
colocados em béquer de vidro juntamente com 150 mL de agua destilada, pesando-se o
conjunto. Em seguida, foram submetidas a extracdo por decoccdo em um periodo de 10
minutos. Apos resfriamento, o conjunto foi novamente pesado e reconstituiu-se o peso inicial
antes da evaporacao. Realizou-se o processo de filtracdo e os primeiros 20 mL de filtrado
foram desprezados. Cerca de 20 g do filtrado, foram exatamente pesados diretamente em
pesa-filtro, previamente tarados e evaporados até secura em banho-maria, com agitacdo
ocasional. Apds secura completa, o residuo foi colocado em estufa a temperatura de 105°C *
2 °C por 2 horas. Apds esse tempo, os pesa-filtros foram colocados em dessecador para
arrefecimento por 20 minutos, pesando em seguida. Esse procedimento foi repetido de uma
em uma hora até atingir peso constante (BUNDESVEREINIGUNG, 1986). O ensaio foi

realizado em triplicata e o calculo do teor extrativo, determinado de acordo com a Equacéo 2:

TE = (Ps—Pfrti;(DFD
m—( 100 )

Legenda: TE = teor extrativo (% m/m); FD = constante (valor 7,5); m = massa da MPV (g); PD = perda por
dessecacdo (% m/m); Pft= massa do pesa-filtro tarado (g); Ps = massa constante do pesa-filtro com a amostra
apos a dessecacdo (Q).

x 100 (Equacéo 2)

4.2.2.5 Determinacéo das cinzas totais

Visa avaliar teor de matéria inorganica na amostra. Foram pesados 3 g de amostra e
transferidos para cadinho previamente tarado. O cadinho contendo a amostra foi colocada em
tela de amianto sob bico de Bunsen até completa combustdo (auséncia de fumaga). Em
seguida, os cadinhos foram incinerados em mufla aumentando, gradativamente, a temperatura

até 550°C por 3 horas. As amostras foram resfriadas em dessecador por 30 minutos e pesadas.
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Este procedimento foi repetido, com intervalos de 1 hora, até peso constante (ANVISA,

2010).

Pcz—-Pct
~(m*PD\
m—( 100 )
Onde: CT= cinzas totais (%); PD= perda por desseca¢do (%); m = massa da MPV (g);Pct= massa do cadinho

tarado (g); Pcz = massa constante do cadinho com as cinzas (g).

CT = x 100 (Equacdo 3)

4.2.2.6 Determinacdo de polifendis totais (PT)

Foi realizado por método espectrofotométrico com a utilizagdo do reagente
colorimétrico Folin-Ciocalteu, em meio alcalinizado com carbonato de sédio anidro a 29%,
conforme ANVISA (2010), modificado por Marinho (2016).

Inicialmente foi preparada a solucdo estoque: 0,750 g de MPV foram pesados e
transferidos para um bal&o de fundo redondo de 250 mL com a boca esmerilhada, adicionado
150 mL de &gua destilada. A preparacdo foi mantida sob refluxo durante 30 minutos com
temperatura de 85°C, e, em seguida, resfriada a temperatura ambiente. O contetdo foi
transferido para baldo volumétrico de 250 mL e o volume, completado com &gua destilada. A
solugdo foi deixada em repouso para decantar e em seguida, filtrada em papel de filtro,
desprezando os primeiros 50 mL, e o restante do filtrado constituiu a solugéo estoque.

Preparacdo da solucdo amostra para determinacdo de PT: foram transferidos,
volumetricamente, 2 mL desta solucdo, 1 mL de reagente Folin-Ciocalteu e 10 mL de &gua
destilada para baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi completado com solucdo de
carbonato de sodio anidro (Na,COs3) a 29% (m/v). Ap6s 30 minutos, as medidas foram
realizadas em espectrofotobmetro UV visivel, em comprimento de onda de 760 nm, sendo
utilizado o &cido galico como substancia de referéncia. Os PT foram calculados de acordo

com a Equagéo 4.

A1XFD

PT = A% x [m—(mx2
icm 100

] (Equacéo 4)

Legenda: PT= percentual de polifendis totais (g %); Al= absorbancia de PT; FD= fator de dilui¢cdo; m= massa da
MPV (g); PD = perda por dessecagio da MPV (g%); A%, = coeficiente de absorgéo do &cido galico.
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4.2.3 Preparacdo e caracterizacdo das solucBes extrativas hidroetandlicas (SE

He) de E. uchi e de U. tomentosa

A SE He de E. uchi foi obtida por meio de maceracdo dindmica por 18h, utilizando
alcool 70°GL como liquido extrator, uma relacdo droga:solvente de 16,5% (m/V), sob
agitacdo magnética e temperatura de 25°C (TACON, 2012, modificado). Posteriormente, a
solucéo foi filtrada e transferida para baldo volumétrico para corrigir o volume com o mesmo
liquido extrator. Foi realizada ainda a reducéo do teor alcodlico por rota-evaporacdo até 40%
do volume inicial, obtendo-se a SE concentrada (SEC He).

Para SE He de U. tomentosa foi usado o método da decoccdo, sob refluxo, durante 15
minutos, utilizando etanol 50% (V/V) como liquido extrator, uma relacdo droga:solvente de
10% (m/V). Apb6s o tempo de extracdo, o decocto foi arrefecido para realizar filtracdo a
vacuo. A solucdo obtida foi transferida para um baldo para corre¢do do volume com a solucgéo
de etanol a 50%.

A caracterizacdo da SE He e SEC He de E. uchi e SE He de U. tomentosa foi

realizada pelos ensaios, realizados em triplicata, descritos abaixo.

4.2.3.1 Determinacéo do grau alcoolico

Foi realizada utilizando volume da amostra em proveta com uso de alcodmetro e

termdmetro (ANVISA, 2010).

4.2.3.2 Determinacéo do pH

Foi realizada com uma amostra de 10,0 mL de SE em potencidémetro calibrado com

solugdes tampéo pH 4,01 e 7,01 (ANVISA, 2010).
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4.2.3.3 Determinacdo da densidade de liquidos

Foi realizado em picnémetro de 25 mL, previamente calibrado atraves da afericdo do
mesmo vazio e contendo agua. Em seguida, foi determinada a massa do picnémetro contendo
a solucdo extrativa. A densidade foi calculada em relacdo a densidade da agua (ANVISA,

2010).

4.2.3.4 Determinacdo de residuo seco

Aliquotas de 20 g de amostra liquida, exatamente pesada em pesa-filtro, previamente
tarado, foram levadas a banho-maria até secura total. Apds isso, o pesa-filtro, contendo o
residuo sélido, foi levado a estufa a 105°C + 2°C até peso constante. O resultado foi expresso

em relacdo a 100 g da amostra (BUNDESVEREINIGUNG, 1986; ANVISA, 2010).

4.2.3.5 Determinacéo de polifendis totais (PT)

Método em microplacas para determinacdo do teor de polifendis totais presentes nos
sucos estudados foi realizada utilizando o método colorimétrico de Folin—Ciocalteu, com
modificagdes, descrito por Bonoli e colaboradores (2004). Inicialmente foi adicionado 10 pL
de cada amostra na concentracdo de 1 mg/mL em cada cavidade da microplaca. O padréo
utilizado no ensaio foi 4cido galico na mesma concentracdo da amostra. Logo apoés, foi
adicionado 50 pL Folin-Ciocalteu a 10% e a placa foi incubada por 8 minutos em temperatura
ambiente, protegida da luz. Em seguida, 240 pL de solucéo de carbonato de sodio 0,4% foram
adicionados a reagdo. A placa, entdo, foi novamente incubada por 3 minutos e, em seguida,
foi realizada a leitura em leitor de microplaca, no comprimento de onda de 620 nm. O ensaio
foi realizado em triplicata. Foi expresso o valor de PT em percentual conforme a Equacgédo 10
como também determinado pela interpolagdo da absorbancia das amostras uma curva padrao

com solugdo de acido galico nas seguintes concentragGes: 7,813, 15,625, 31,25, 62,5, 125,
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250 e 500 pg/mL expressos como mg de EqQAG (equivalentes de acido galico) por g de

amostra.

__ Abs amostra

PT = x 100 (Equagdo 5)

Abs padrao

4.2.4 Preparacdo e caracterizacdo das solucOes extrativas Aquosas (Aq) de E.

uchi e U. tomentosa

A SE Aq de E. uchi e U. tomentosa foram preparadas com base nas instrucées no
rotulo do fornecedor da Loja de Produtos Naturais onde foram adquiridos a MPV. Para droga
vegetal E. uchi as instrucfes consistiam em utilizar duas colheres de sopa (equivalente a 21,2
g) de cascas em 1 litro e meio de agua, ferver até restar 1 litro. Nestas condi¢es, a relacdo
droga:solvente foi de 1,4% (m/v) utilizando agua destilada pelo método da decoccdo até
evaporar 1/3 do volume inicial.

Para droga vegetal U. tomentosa a relacdo droga:solvente foi 0,7% (m/v) utilizando
agua destilada pelo método da decoccéo até evaporar 1/3 do volume inicial. Apds a decocgéo,
os decoctos foram resfriados e filtrados, dando origem as SE Aqg das duas espécies quais

foram caracterizadas pelos ensaios, realizados em triplicata, descritos a seguir.

4.2.4.1 Determinagéo do pH

A determinacéo de pH foi realizada conforme o item 4.2.3.2.

4.2.4.2 Determinacdo da densidade de liquidos

A determinacéo da densidade foi realizada conforme o item 4.2.3.3.
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4.2.4.3 Determinacdo de residuo seco

A determinacéo de residuo seco foi realizada conforme o item 4.2.3.4.

4.2.4.4 Determinacdo de polifendis totais (PT)

A determinacdo de PT foi realizada conforme o item 4.2.3.5.

4.2.5 Preparacado e caracterizacao dos produtos secos (ESA/ PSA/ MSA)

As SE de E. uchi e U. tomentosa foram secas em aparelho de Spray dryer para
obtencdo do ESA e do PSA em condig¢Ges similares as padronizadas por Tacon (2012)
conforme Tabela 3. A operacdo de secagem das SE foi feita de maneira isolada (para cada

espécie individualmente) e em associacao entre as duas espécies de plantas.

Condicéo Solugdo extrativa
Temperatura de entrada 110°C
Temperatura de saida 80-85°C
Vazdo de ar de secagem 3,80 m*/min.
Vazdo de ar comprimido 30 L/min.
Velocidade de alimentacédo 5,2 —5,3 mL / minuto
Bico do pulverizador 1,3 mm
Aditivo* 20% Aerosil®

Tabela 3 — Pardmetros de secagem no Spray dryer.
*Foi obtido extrato seco sem aditivo (ESA) e com aditivo (PSA)

No caso da associacdo, antes da secagem em Spray Dryer, foi realizada a mistura de
1:1 de volume da SE E. uchi e SE U. tomentosa, originando a Mistura Seca por Aspersao
(MSA). Essa operagdo foi realizada tanto com as SE hidroetandlicas quanto com as SE
aquosas de E. uchi e U. tomentosa.

Para obtencdo do PSA foi utilizado 20% de Aerosil® adicionado & SEC He de E. uchi
ou SE He U. tomentosa, calculado em relacdo ao teor de residuo seco de cada solucéo

extrativa concentrada.
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A caracterizacdo do ESA e PSA de E. uchi e U. tomentosa foi realizada, em triplicata,

pelos ensaios descritos a seguir:

4.2.5.1 Caracteristicas macroscopicas

Foram avaliadas pela observacao visual de cor e aspecto.

4.2.5.2 Rendimento da operacédo de secagem no Spray dryer

O rendimento operacional foi determinado pela pesagem do produto obtido no final da
secagem e comparacdo com o rendimento tedrico calculado a partir do teor de solidos contido

no produto inicial.

4.2.5.3 Determinacéo das densidades bruta e de compactacéo, fator de Hausner e

indice de Carr

A densidade bruta (Db) foi determinada a partir do volume ocupado por 1 g da
amostra em proveta de 10 mL. Enquanto, a densidade de compactagdo (Dc) determinada
submetendo essa mesma proveta de 10 mL com a amostra a 10, 500 e 1250 quedas manuais,
elevando-se a proveta de 2 a 3 cm de altura em relagdo a superficie de batimento, a fim de
expulsar o ar intraparticular. O ensaio foi continuado em sequéncia de 1250 quedas até que a
diferenca entre duas leituras subsequentes seja inferior ou igual a 0,1 mL e aferir o volume
apos esse procedimento (PODCZECK, 1999).

A partir dos dados obtidos neste ensaio, foram calculadas, as densidades brutas (Db,
Equacdo 5) e de compactacdo (Dc, Equacéo 6). Foram calculados, ainda, o fator de Hausner
(FH) e indice de Carr (IC), segundo as Equacdes 7 e 8 respectivamente (CARR, 1965;

HAUSNER, 1967).
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Ma ~
Db = Ve (Equacéo 6)

Ma ~
Dc = Ve (Equacéo 7)

_ Dc X
FH = (Equacéo 8)

IC = (DCD_Db ) x 100 (Equacio 9)

C

Legenda: FH= fator de Hausner; Db = densidade bruta (g/mL); Dc = densidade de compacta¢éo (g/mL); IC =
indice de Carr; Vb= volume bruto; Vc= volume compactado; Ma= massa da amostra (g).

Os parametros indice de Carr e fator de Hausner, foram utilizados para avaliar as
propriedades de fluxo dos ESA e PSA, ainda que de modo indireto. Para a classificacéo,
foram seguidos os critérios descritos na literatura (WELLS, 2005; USP, 2006), conforme

descrito abaixo:

Para Fator de Hausner: Para Indice de Carr:

1,00 a 1,11 = excelente fluxo IC < 10% = excelente fluxo
1,12 a 1,18 = fluxo 11 a 15% = fluxo bom

1,19 a 1,25 = fluxo fraco 16 a 20% = fluxo fraco

1,26 a 1,45 = fluxo pobre 21 a 31% = fluxo pobre

FH > 1,50 = fluxo muito pobre IC > 32% = fluxo muito pobre

4.2.5.4 Determinacgéo do angulo de repouso

Foi pesado cerca de 5,0 gramas de amostra, a qual foi vertida lentamente em funil de
vidro, apoiado em suporte, sobre papel milimetrado. Com auxilio de duas réguas, foi medida a
altura do cone formado pela amostra, e observando o papel milimetrado foi medido o
didametro da base do cone. O calculo do angulo de repouso foi determinado pela Equacéo 9.
a=tg?! (g) (Equacéo 10)

Legenda: tg-1= tangente inversa; o= angulo formado (dngulo de repouso); r= raio da base; h= altura do cone.

4.2.5.5 Determinacédo da PD em balanca de secagem

A determinacdo da PD em balanca de secagem foi realizada conforme o item 4.2.2.1

(ANVISA, 2010).
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4.2.5.6 Determinacdo de Polifendis totais (PT)

A determinacdo de PT foi realizada conforme o item 4.2.3.5.

4.2.5.7 Analise quantitativa do marcador quimico

Foi utilizado como marcador quimico a bergenina para a espécie E. uchi e mitrafilina
para U. tomentosa. A quantificacdo da bergenina no ESA e PSA de E. uchi foi realizada por
CLAE, método validado Tacon (2012). A quantificacdo de mitrafilina foi realizada por

CLAE, segundo método validado por Reis (2017).

4.2.6 Atividade antifingica

Para a atividade antifingica foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo,
conforme o documento M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS,
2002). As amostras testadas foram ESA He, PSA He, ESA Aq de E. uchi e U. tomentosa,
aerosil e bergenina nas concentragdes de 800 a 1,5 pg/mL. As amostras foram previamente
solubilizadas em 100puL DMSO, e posteriormente 900 pL de caldo RPMI-1640 para obter
uma solucdo inicial de 3,2 mg/mL. Foi testada ainda a anfotericina B de 16 a 0,031 pg/mL

como droga controle ou padréo.

4.2.6.1 Microdiluicdo em caldo para determinacdo de concentracdo inibitoria

minima (CIM)

4.2.6.1.1 Obtencdo do in6culo

A cepa utilizada foi de C. albicans ATCC 36232 pertencente a colecdo de

microrganismos de interesse médico do INPA. O inoculo foi preparado em solucéo salina
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(0,85%) esterilizada, utilizando-se colbnias de 24 h subcultivadas em agar Sabouraud. A
concentracdo foi ajustada por contagem de células em camara de Neubauer, para a obtencao
de um inéculo de concentracdo igual a 2,5 x 10° UFC/mL equivalente & escala 0,5 de
McFarland, e o volume correspondente foi transferido para caldo RPMI-1640. A viabilidade e
a pureza do inéculo foram controladas por cultivo de aliquotas de suspensdo em placas de

Petri contendo agar Sabouraud dextrose, incubadas a 37 °C durante 48 horas.

4.2.6.1.2 Teste de sensibilidade antifingica

Inicialmente, foi transferido volume de 100 uL do meio RPMI-1640 para cada pogo
das microplacas (Figura 7). Em seguida aliquotas de 100 pL de cada solu¢ao da amostra foi
aplicada na coluna 1, em duplicatas, e desta diluida até os poc¢os da coluna 10 da placa pela
técnica de microdiluicdo com uso de pipeta multicanal. Observando que no fim do pogo 10
deve ser descartado 100 pL em excesso. Por fim, foi adicionado os volumes de 100 pL do
indculo nos pocos, exceto os da coluna 12 que foram utilizados como controle do meio
(controle negativo), sendo depositados nestes 200 pul de meio RPMI-1640. Os pogos da

coluna 11 foram utilizados como controle positivo de crescimento do fungo.
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Figura 7 — Esquema da microplaca de 96 pocos esquema para realizar o ensaio antifingico por microdiluicéo
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Nota: ANF: anfotericina B; ESA: Extrato seco por aspersdo; PSA: produto seco por aspersdo; C+: controle
positivo (indculo); C-: Controle negativo (meio RPMI-1640).
Fonte: (NCCLS, 2002).
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As microplacas foram incubadas a 37°C, durante 24 horas. A leitura foi realizada
visualmente, comparando-se 0 crescimento no poco controle positivo (po¢o 11), com 0s
demais pocos referentes as concentracdes das substancias testadas. Foi considerado o CIM
50% como a menor concentracao capaz de inibir o crescimento de 50% da levedura (NCCLS,

2002).

4.2.6.2 Teste de interagdo in vitro entre ESA E. uchi e ESA U. tomentosa na

sensibilidade antiflngica

Este teste foi realizado com uma mistura fisica entre o0 ESA E. uchi e ESA U.
tomentosa e, também com MSA (E. uchi + U. tomentosa) a fim de verificar possiveis

mudancas no valor do CIM se comparado aos produtos secos individualmente.

4.2.6.3 Ensaios preliminares dos mecanismos de acéo

Os testes, descritos abaixo, foram realizados apenas com o ESA He de E. uchi.

4.2.6.3.1 Ensaio prote¢éo do sorbitol

Para avaliar uma possivel acdo sobre a parede celular fungica foi utilizado o sorbitol
como osmoprotetor na parede celular fangica. O ensaio consiste em preparar uma placa igual
ao teste de sensibilidade antifungica (item 4.2.6.1.2) e outra placa contendo a mesma amostra,
nas mesmas concentragdes , acrescidos de 0,8M de sorbitol em cada pogo. Apos incubagdo a
37 ° C, as CIM foram lidas em 24 h e observadas as alteracdes no valor da CIM. Este ensaio

foi realizado em duplicada (FROST et al., 1995).
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4.2.6.3.2 Acdo sobre o ergosterol

Para avaliar uma possivel acdo sobre o ergosterol um constituinte da membrana da
célula fungicas, preparou-se uma placa igual ao teste de sensibilidade antifungica (item
4.2.6.1.2) e outra placa contendo a mesma amostra e diferentes concentracdes de ergosterol de
200 a 800 pg/mL adicionado ao meio de ensaio, em linhas diferentes da mesma placa. A CIM
foi lida as 24 h de acordo com o controle do crescimento de fungos (CARRASCO et al.,

2012).

4.2.7 Ensaio de viabilidade celular

4.2.7.1 Método Alamar blue

Este teste foi realizado com o ESA He E. uchi e ESA He U. tomentosa, a fim de
determinar as concentracdes ndo tdxicas desses extratos secos. A citotoxicidade foi avaliada
pelo método Alamar blue utilizando-se fibroblastos de pulmdo humano (MRC5) conforme

Silva (2016). O ensaio foi realizado em triplicata.

4.2.8 Avaliacdo da capacidade de inibi¢do de 6xido nitrico (NO")

Com base nos ensaios antifingicos, anti-inflamatdrios preliminares e de viabilidade
celular optou-se por avaliar a capacidade de inibigdo da produgdo de NO* em linhagem de
células cell Raw 264.7 ativado com 1 ug/mL de lipopolissacarideo apenas para 0 ESA He E.
uchi, o qual foi avaliado nas concentra¢des de 20, 10, 5, 2,5 e 1,25 pg/mL e utilizado como
controle positivo o lipopolissacarideo, como controle negativo somente meio de cultura RPMI

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SILVA, 2016).
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4.2.9 Obtencéo e caracterizagéo de granulados

Foi verificada a viabilidade de obtencdo dos granulados por duas técnicas: por via
umida tradicional e através do equipamento Minileito Fluidizado. Pelo método da via umida
tradicional foram realizados ensaios a fim de selecionar o melhor agente aglutinante e as
condicdes iniciais do processo, considerando como variavel independente o tipo de agente
aglutinante, tendo como variaveis dependentes as caracteristicas tecnolégicas e quimicas dos
granulados obtidos. Os agentes aglutinantes selecionados para o estudo foram os adjuvantes:

celulose microcristalina, amido modificado e lactose.

4.2.9.1 Obtencéo dos granulados pela via imida classica

Foram preparadas 3 formulacdes de granulados (Tabela 4), contendo 3% de PSA He
E. uchi. Os experimentos foram realizados com os diferentes agentes aglutinantes na
concentracdo de 15% e como diluente foi utilizado o amido. Inicialmente foi realizada a
mistura manualmente por diluicdo geométrica. Como liquido aglutinante foi utilizado agua até
consisténcia adequada para granulacdo. A massa Umida foi moldada utilizado tamis com
malha de 1 mm. Em seguida os granulos obtidos foram submetidos a secagem em estufa de ar
circulante a 40° C por 6 dias. Os granulados secos foram calibrados por tamisacdo utilizando

tamises sequenciados de 1000 e 250 um. Apos calibragao, 0s granulados foram armazenados.

Composicéo F1 F2 F3
PSA He (%) 3 3 3
Celulose microcristalina (%) 15 - -
Amido (%) - 15 -
Lactose (%) - - 15
Amido (diluente) (%) 82 82 82
H,O gs (mL) 80 75 50

Tabela 4 — Composicéo dos granulados contendo 3% de PSA He E. uchi
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4.2.9.2 Obtencéo dos granulados através de minileito fluidizado

Para a granulacdo no minileito fluidizado foram preparados granulados contendo
apenas 0s excipientes pela via imida classica denominados GRA B (Tabela 5) e a partir
desses granulados foi feito procedimento atomizacdo da SEC He E. uchi no equipamento de
minileito. No ensaio piloto foi utilizado 35 g de GRA B colocados no equipamento Mini-leito
fluidizado com vazdo de ar de secagem 0,35 m*/min, temperatura de entrada de 50 °C e
vibracdo de 35%. Foram atomiados de 350 mL de SEC He E. uchi com velocidade de
alimentacdo de 3 mL/min. A caracterizacdo dos granulados foi realizada pelos ensaios

descritos a sequir.

Composicéo GRAB
Celulose microcristalina (%) 15
Amido (diluente) (%) 70
Pasta de amido (15%) 15
Etanol 50°GL gs (mL) 110

Tabela 5 - Granulados apenas com excipientes para
granulagéo no minileito fluidizado

4.2.9.3 Caracteristicas macroscopicas

Caracteristicas macroscopicas — foram avaliadas pela observacdo visual da cor e

aspecto da amostra;

4.2.9.4 Rendimento da operacéo de granulacéo
O rendimento percentual de granulacdo foi calculado levando em consideracdo a
quantidade inicial dos componentes da formulacdo e a quantidade final de granulados

calibrados obtidos.
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4.2.9.5 Anélise granulométrica por tamisacao

A determinacéo de residuo seco foi realizada conforme o item 4.2.2.3.

4.2.9.6 Determinacéo das densidades bruta e de compactacdo, fator de Hausner e

indice de Carr

A determinacéo de residuo seco foi realizada conforme o item 4.2.5.3.

4.2.9.7 Determinacao da friabilidade

O equivalente a 30 mL de granulado, na faixa de 0,250 a 0,850 mm, foi transferida
cuidadosamente para proveta de 100 mL, sendo a mesma tampada e acoplada a friabilémetro.
O conjunto permaneceu em rotacdo por 15 minutos a 20 rpm. Posteriormente, o granulado foi
novamente tamisado para a eliminagdo dos finos com tamis de abertura de malha de 0,250
mm, sendo a porc¢éo retida pesada (PRISTA et al., 2003). A friabilidade foi calculada a partir

do percentual de finos liberados em relagdo a massa inicial isenta de finos.

4.2.9.8 Avaliacéo do angulo de repouso

Para a avaliacdo do angulo de repouso, cerca de 25g da amostra foi transferido para
interior de funil de 250 mL, com abertura de 11,3 mm, altura de 14 cm e base fixa. De acordo
com os resultados obtidos, os granulados foram classificados em termos de propriedades de
escoamento como se segue: angulo de repouso de 25-30° fluxo excelente; de 31- 35° fluxo
bom; de 36-40° fluxo aceitavel; de 41-45° fluxo passavel; de 46-55° fluxo pobre; acima de

56° fluxo muito pobre (WELLS, 2005).
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4.2.9.9 Determinacéo da PD por balanca de secagem

Conforme o item 4.2.2.1 seguindo as adaptacdes necessarias no caso utilizado 500 mg

de amostra (ANVISA, 2010).

4.2.9.10 Analise guantitativa de marcador quimico

As amostras foram analisadas conforme o item 4.2.5.7 com as adaptacdes necessarias

por tratarem-se de granulados.

4.2.9.11 Avaliacéo da liodisponibilidade

4.2.9.11.1 Selecdo do comprimento de onda

A quantificacdo foi determinada inicialmente por meio do preparo de uma solucéo de
ESA He E. uchi em &gua destilada (meio da dissolucdo) e andlise de varredura em
espectrofotometro UV-Vis de 200 a 800 nm. Foi avaliado ainda solugdes dos demais

excipientes (amido, lactose, celulose microcristalina).

4.2.9.11.2 Curva de calibracao

Foi construida uma curva de calibracdo nas concentracBes de 18, 24, 30, 36 e 42
pg/mL das amostras em agua destilada com leitura no comprimento de onda de 272 nm
considerando o comprimento de onda maximo de absor¢do do ESA He E. uchi.
4.2.9.11.3 Determinagéo da liodisponibilidade

O ensaio de dissolugéo foi realizado no equipamento Dissolutor com os granulados, de

acordo com ANVISA (2010), utilizando o aparato das cestas, na velocidade de rotacdo de 100
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rpm, meio de dissolucdo foi 900 mL &gua destilada para cada cuba e temperatura do banho de
37+ 0,5°C.

Foram retiradas aliquotas de 10 mL do meio de dissolucédo ao final do tempo de 5, 10,
15, 20, 30, 45, 60, 120 e 180 minutos e posteriormente filtradas. O mesmo volume de meio
foi reposto apds cada retirada. Em seguida, foram determinadas as absorbancias por

espectrofotometria no ultravioleta (UV), em 272 nm.

4.2.10 Analise dos dados

Todos os resultados foram expressos através de média e desvio padrdo e interpretados

com auxilio de software Microsoft Excel®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacéo da MPV

Os resultados da caracterizacdo dos diferentes lotes de MPV de E. uchi Lote 1
(01/2016) e Lote 2 (07/2016) (Tabela 6). Os dois lotes avaliados apresentaram valores de
perda por dessecacdo dentro do preconizado de 6 a 15% pela Farmacopeia brasileira
(ANVISA, 2014) e, embora o teste t Student realizado entre os dois lotes tenha apontado
diferenca estatistica significativa (p < 0,05), considerando o0s limites de umidade
especificados para droga vegetal na Farmacopeia Brasileira 52 ED, pode-se inferir que ambos
os lotes de E. uchi apresentam estabilidade de conservacdo, estando pouco sujeitos as
contaminacdo microbiana, atividade enzimatica e hidrélise de seus principios ativos (COUTO

etal., 2009; ANVISA, 2014).

E. uchi Lote 1 (01/2016) E. uchi Lote 2 (07/2016) Literatura

ENSAIOS

MEDIA + DP MEDIA + DP
Perda por Dessecac¢do (Balanca de secagem) ND 7,09% + 0,22 6 a 15%
Perda por Dessecacéo (Estufa) 8,70% £ 0,07 6,14% £ 0,04 6 a 15%
Diametro médio (gréafico) 0,35 mm 0,00 0,38 mm +0,01 0,2a0,8 mm
Diametro médio (formula) 0,32 mm 0,01 0,35 mm 0,01 0,2a0,8 mm
Teor de extrativos 8,78 % +0,14 6,54 % +0,27
Polifendis totais ND 6,93 % +0,09
Cinzas totais ND 4,52 % +0,04

Tabela 6 — Caracteriza¢do da MPV de E. uchi
Nota: ND: ndo disponivel

Em relacdo a determinacdo da perda por dessecacdo nos dois lotes de U. tomentosa
(Tabela 7), observou-se uma diferenca significativa entre os teores de umidade encontrados
dependendo da tecnica de analise, ou seja, quando utilizada a balanca de secagem nao houve
diferenca estatistica (p = 0,114985) entre os Lote 1 (03/2017) e Lote 2 (05/2017), no entanto,
guando empregada a técnica de dessecacdo em estufa houve diferenca significativa (p =
0,000986) entre os lotes, sendo o Lote 2 a apresentar maior umidade. A Farmacopeia

americana prevé que a droga vegetal da U. tomentosa apresente perda por dessecacdo menor
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que 7%, que significa que apenas o lote Lote 1 estaria dentro do aceitavel
(PHARMACOPEIA ONLINE, 2016), evidenciando limites de aceitacdo mais rigorosos para
esta monografia especifica quando comparado as normas gerais da Farmacopeia Brasileira

(ANVISA, 2014; GONCALVES, 2017).

U. tomentosa U. tomentosa Literatura
ENSAIOS Lote 1 (03/2017) Lote 2 (05/2017)

MEDIA + DP MEDIA + DP
Perda por Dessecacdo (Balanca de 8.68% + 0,56 9,36% = 0,30 <7%
secagem)
Perda por Dessecagdo (Estufa) 6,81% * 0,02 7,63% = 0,07 <7%
Diadmetro medio (gréafico) 0,35 mm 0,01 0,35 mm 0,04 0,2a0,8 mm
Diadmetro medio (formula) 0,34 mm 0,01 0,37 mm 0,03 0,2a0,8 mm
Teor de extrativos 14,39 % £0,34 17,01 % £0,11
Polifendis totais 8,43 % +0,24 ND

Cinzas totais

3,76 % +0,14

ND

<8,0%

Tabela 7 — Caracterizacdo da MPV de U. tomentosa
Nota: ND: ndo disponivel

Uma explicacdo possivel para que o lote 2 de U.tomentosa apresente maior umidade
que o lote 1 é por se tratar de um material vegetal proveniente da EMBRAPA adquirido ainda
fresco e néo rasurado, dessa forma, o material foi tratado praticamente desde a coleta, sendo
todo o processo de estabilizagdo e secagem da droga vegetal realizado. Tal fato, sugere que o
tempo de 7 dias deixado na estufa para estabilizacdo e secagem do material ainda fresco néo
foi suficiente para atingir a PD% exigida na monografia da U. tomentosa (droga vegetal).

Em relacdo ao ensaio de teor de extrativos com agua para avaliar o teor de substancias
hidrossollveis (aglcares, aminoacidos e outros) presentes na MPV, nota-se que os dois lotes
de E. uchi apresentaram valores baixos (6,54% e 8,70%) se comparado com dados da
literatura que evidencia até 13,77% (POLITI, 2009). Isto pode ser justificado por fatores
edafoclimaticos, tais como, diferentes locais de coleta e sazonalidade. Vale ressaltar que este
ensaio é empregado como um teste auxiliar na caracterizagdo fisico-quimica da droga vegetal

e serve como um parametro de qualidade da MPV, sendo, possivel ainda inferir que o uso
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somente de agua, atraves de decocg¢do, ndo seria o solvente mais apropriado para extracdo das
substancias presentes na MPV E. uchi.

Em relacdo a avaliacdo granulométrica da MPV de E. uchi (Figura 8, Figura 20 no
Apéndice 1) pode-se observar que os lotes da MPV E. uchi apresentaram diferenca no
diametro das particulas sendo 0,38 mm + 0,01 e 0,35 mm * 0,004, apesar de processados no
mesmo equipamento, tal diferenca pode ser explicada pelas propriedades do material ser
fibroso e pela diferenca da umidade total dos lotes sendo 6,14% e 8,70 %, uma vez que a

operacdo de secagem influencia na moagem (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).
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Figura 8 — Gréfico de curva de fragdo de retencdo e passagem para determinar o tamanho médio das particulas
da MPV de E. uchi.

Nota: —=  MPV E. uchi Lote 1 (0,35 mm +0,004); --#- MPV E. uchi Lote 2(0,38 mm +0,01). Fonte:
Acervo pessoal.

Com base no histograma de distribuicdo da MPV de E. uchi (Figura 20 no Apéndice 1)
nota-se que as particulas encontram-se predominantemente entre os tamises de 250 a 600 um,
sendo assim, ambos os lotes sdo classificadas como p6 grosso (ANVISA, 2010).

Em relagdo a avaliagdo granulométrica das MPV de U. tomentosa (Figura 9) observa-
se que o diametro médio foi semelhante pelo método do grafico e do uso da formula para
ambos os lotes, indicando que apesar da diferenca entre o teor de PD entre os diferentes lotes,
a umidade ndo influenciou na moagem do material final. Em relagdo ao histograma de

distribuicdo das particulas de MPV de U. tomentosa (Figura 21 no Apéndice 1) foi observado
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que as particulas encontram-se predominantemente entre os tamises de 250 a 350 pum, sendo
assim, classificadas também como pé moderadamente grosso, tal qual a MPV de E. uchi

(ANVISA, 2010).
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Figura 9 — Gréfico de curva de fracdo de retencdo e passagem para determinar o tamanho médio das particulas
da MPV de U. tomentosa.

Nota: “**&** MPV U. tomentosa Lote 1 (0,346 mm +0,004); === MPV U. tomentosa Lote 2 (0,346 mm
+0,036). Fonte: Acervo pessoal.

De acordo com a literatura consultada, o diametro das particulas da MPV E. uchi e de
U. tomentosa esta dentro da faixa adequada para extracdo das substancias nelas contidas, uma
vez que se as particulas da MPV forem muito pequenas (menor que 0,2 mm) pode ser
prejudicial, desde o fato de dificultar o processo de filtragdo final, como também
comprometer a operacdo de extracdo, pois tendem a se aglomerar formando um particulado
que inibe a penetracdo do solvente e lixiviagdo ou dissolucdo das substancia, 0 mesmo
acontecendo com particulas muito grandes (acima de 0,8 mm) que ndo permite a penetracdo
do liquido extrator em todas as células vegetais (VOIGT; BORNSCHEIN,1982).

O teor de cinzas totais foi determinado apenas na MPV E. uchi Lote 2 e MPV U.
tomentosa Lote 1 apresentando percentual de 4,52 % e 3,76 %, respectivamente. Os valores
sédo semelhantes a outros trabalhos que avaliam o contetdo de cinzas em plantas medicinais
como Almeida e colaboradores (2003) e Pedro e colaboradores (2016). Os autores ainda

mencionam que teores de cinzas elevados (5 a 10%) indicam a abundancia de elementos
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minerais em plantas. Vale destacar que alguns produtos vegetais sdo falsificados pela adicéo
de produtos de origem mineral tais como pedra, areia ou terra e outras impurezas, o que eleva
o teor de cinzas, indicando que a droga vegetal estd contaminada (SIMOES et al. 2004;
RODRIGUES et al., 2015). Politi (2009) encontrou valores de cinzas entre 5,83 a 7,12% para
cascas de E. uchi semelhante ao valor encontrado nesse trabalho. Para cascas de U.
tomentosa, 0 teor de cinzas estd dentro do permitido sendo inferior a 8,0%
(PHARMACOPEIA ONLINE, 2016).

A determinacdo do teor de PT foi realizada apenas nos Lotes da MPV E. uchi Lote 2 e
MPV U. tomentosa Lote 1 apresentando percentual de 6,93 % e 8,43 %, respectivamente. De
acordo com Hoyos e colaboradores (2015), que avaliaram a composicdo de substancias
fenolicas presentes em U. tomentosa de diferentes regides da Costa Rica, € vidvel o uso desta
planta medicinal para obtencdo de extratos ricos em fendlicos uma vez que foram detectados
até 32 substancias nos extratos provenientes desta planta. Extratos enriquecidos de U.
tomentosa alcancam teores de até 31,93% de PT (BORRE, 2010). Vale mencionar que 0s
estudos relatam que a atividade anti-inflamatéria da U. tomentosa € atribuida a essas
substancias polifendlicos (SANDOVAL et al., 2000; SANDOVAL et al. 2002; PILARSKI et
al., 2006). Através das analises de caracterizacdo da MPV com base na literatura foram
selecionados os lotes E. uchi Lote 2 (07/2016) e U. tomentosa Lote 1 (03/2017) para

continuidade do trabalho.

5.2 Caracterizacao da solucdo extrativa hidroetanolica (SE He)

A partir da MPV E. uchi Lote 2 (07/2016) e U. tomentosa Lote 1 (03/2017) foram
preparadas as SE He de E. uchi e U. tomentosa, respectivamente. A caracterizacdo das SE He
(Tabela 8) visa a analise de parametros de qualidade tecnoldgica, possibilitando direcionar as

operacOes unitarias envolvidas no desenvolvimento dos produtos secos.
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Como mencionado na metodologia, foi necessaria a operacdo de concentracdo da SE
He de E. uchi devido apresentar um alto teor alcoolico (71 °GL) impossibilitando a etapa
posterior de secagem em equipamento de Spray dryer, assim foi obtido a SEC He, o que
resultou também em um aumento no teor de sélidos (0,98 para 1,47%) e na densidade
especifica da amostra (0,878 para 0,925 g/mL). O aumento do teor de solidos presentes na
solucdo a secar favorece as caracteristicas tecnologicas do produto seco final, pois tende a
aumentar o rendimento da operacao de secagem por asperséo, devido ao aumento do tamanho
e da densidade das particulas pulvéreas resultantes (SOUZA, 2004; OLIVEIRA;

PETROVICK, 2010).

SE He E. uchi SEC He E. uchi SE He U. tomentosa

ENSAIOS MEDIA + DP MEDIA + DP MEDIA + DP
Grau Alcodlico (°GL) 71°GL a 25°C 49 °GL a 21°C 49°GLaz24°C
pH 5,17+0,02 4,61+0,02 5,33+0,01
Densidade relativa d32 : 0,886 +0,001 d32:0,933 +0,000 d27: 0,935 +0,000
Residuo Seco % (m/m) 0,98 +0,01 1,47 +0,01 1,58 0,00
Polifendis totais (%) 13,89 +0,32 14,99 +0,98 14,15 0,54
Polifenois totais 185,75 +3,99 205,97 +12,82 195,08 7,07

(vg EQAG/mL)
Tabela 8 — Caracterizacdo fisico-quimica das SE He de E. uchi e U. tomentosa.

Nota: SE: Solugdo extrativa; SEC: Solucdo extrativa concentrada; He: Hidroetandélica; EQAG:
Equivalentes de &cido galico.

O principal constituinte quimico ativo da espécie E. uchi (bergenina) € estavel em pH
acido, estudos realizados por Zhou e colaboradores (2008) relatam que este constituinte sofre
degradacdo em pH neutros a alcalinos, podendo sofrer degradacdo de até 96,4%. A solucédo
extrativa concentrada de E. uchi apresentou pH &acido de 4,60 o que garante a estabilidade do
seu principal marcado quimico, a bergenina.

A partir do valor de residuo seco e da densidade é possivel calcular a massa tedrica de
solidos totais presente na SEC He, assim, inferir o rendimento da operagdo de secagem. A
densidade é uma propriedade especifica para cada substdncia pura possibilitando ainda

identificar e a diferenciar substancias. No caso dos materiais que ndo sdo puros (misturas) a
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densidade é uma funcdo da sua composicdo sendo Util no controle de qualidade, pois, tem
relacdo com a concentracéo das solugdes (CESAR; PAOLI; ANDRADE, 2004).

O teor de polifendis totais da SEC de E. uchi encontrado foi de 14,99% que sao
valores considerados baixos quando comparando aos resultados de Tacon e Freitas (2013) que
variou de 31,89 a 47,82 %, utilizando similar método de extracdo. A literatura ainda menciona
um extrato etandlico de E. uchi com valor de 620 ug EqAG/g (SILVA et al. 2012), ou seja,
muito maior que o encontrado nos extratos do presente trabalho (205,97 ug EQAG/mL).

O teor de polifendis totais na SE He U. tomentosa foi de 14,15% ou 195,08 pg
EgAG/mL, valor este bastante inferior a SE de U. tomentosa de Borré (2010) que foi de
31,93%. Um procedimento que tem sido adotado para maior contedo de polifendis totais tem
sido a producdo de extratos com fracbes enriquecidas de compostos bioativos o que

possibilita produtos com maior valor agregado (BORRE, 2010; HOYOS et al., 2015).

5.3 Caracterizacao da solucao extrativa aquosa (SE AQ)

Considerando que o fornecedor de ambas as MPV recomenda uma forma de preparo
do ché para utilizacdo terapéutica, resolveu-se obter os decoctos, aqui chamados de SE Aq de

ambas as espécies e verificar suas caracteristicas fisico-quimicas.

Em relacdo a caracterizacdo das SE Ag de E. uchi e U. tomentosa (Tabela 9) observa-
se similaridade com as SE He por seu pH acido e valores do teor de polifendis totais,
entretanto, a solucdo aquosa de ambas as espécies apresentaram um baixo teor de sélidos
solGveis (residuo seco 0,15 % e 0,16%, para E. uchi e U. tomentosa respectivamente) o que ja
era de se esperar devido a baixa relagdo droga:solvente, sendo utilizado 0,7 e 1,4% para as
aquosas de U. tomentosa e E. uchi, enquanto, que foi empregado 10% a 16,5% para SE

hidroetanolicas.
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Podemos mencionar que seria melhor utilizar na elaboragdo de formas farmacéuticas
com extratos obtidos utilizando o melhor solvente de extracdo que a populacdo fazer

preparacdes caseiras que foi apontado com menor teor de solidos solGveis e

consequentemente menor teor de ativos.

SE Aq E. uchi SE Aq U. tomentosa
ENSAIOS MEDIA + DP M?EDIAi DP
pH 4,76 £0,01 5,01 +£0,01
Densidade relativa d3¢ ¢ 11,001 0,000 dz2 G 1,000 +0,000
Residuo Seco % (m/m) 0,15 +0,002 0,16 £0,001
Polifenadis totais 10,34 +0,45 13,72 +0,06
Polifendis totais (mg de EQAG/Q) 145,28 +5,87 189,42 +0,80

Tabela 9 — Caracterizagdo fisico-quimica das SE Aq de E. uchi e U. tomentosa.
Nota: SE: Solugdo extrativa; Ag: Aquosa.

O contetdo de polifendis totais encontrado nas SE obtidas com diferentes liquidos de
extracdo é mostrado na Figura 10. Quanto comparada as SE de E. uchi, observa-se que de
acordo com o teste t de Student ha diferenca estatistica (p = 0,009126) entre os teores de PT,
por outro lado quando comparada as SE de U. tomentosa ndo ha diferenca (p = 0,276131)
estatistica. Dessa forma, ha evidencias que para a espécie U. tomentosa tanto o uso da agua

como de uma solucdo hidroetanolica, como solvente extrator, ndo interfere no conteddo de

PT.
200 WSEC HeE. uchi 20,0 .
. : i B SE He U tomentosa
: OSE Ag E. uchi 18,0 .
4 : OS5SE Aq U. tomentosa
16,0 16,0
140 14.0
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120 <120
% 100 T = 10.0
E =
HRU '3' 2.0
60 T 60
4.0 4.0
2.0 20
0.0 0.0

E uchi U tomentosa

Figura 10 — Gréfico do teor de polifendis totais nas SE de E. uchi e U. tomentosa.
Nota: PT: Polifendis totais. Fonte: Acervo pessoal.
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5.4 Caracterizacao de ESA, PSA e MSA He

Em relacdo a caracterizacdo dos ESA e PSA He de E. uchi (Figura 11, Tabela 10,
Tabela 11). Observa-se que o uso do adjuvante de secagem Aerosil® para E. uchi possibilitou
melhorias nas caracteristicas macroscopicas dos pds, reduzindo a umidade total de 6,97% para
4,95% e, também, no rendimento operacional que aumentou em cerca de 9% com 0 uso do
adjuvante. Entretanto, as caracteristicas reoldgicas como FH e IC ainda se enquadram como
fluxo muito pobre. O Aerosil® tem sido utilizado para secagem de muitos extratos vegetais
com fins medicinais, e contribui para melhoria das caracteristicas tecnoldgicas como evitar a

formacéo de aglomerados e higroscopicidade dos extratos secos (DE SOUZA et al., 2000).

. . ESA He PSA He
Nome ESA He E. uchi PSA He E. uchi MSA He
U. tomentosa U. tomentosa
po fino po fino po fino po fino po fino
Aspecto . sem com sem sem
com aglomeragdes ~ ~ ~ ~
aglomeracdes aglomeracdes aglomeracdes aglomeracdes
marrom médio a - marrom médio a
Cor marrom médio marrom claro marrom claro
escuro escuro
Odor caracteristico caracteristico caracteristico caracteristico Caracteristico

Tabela 10 — Caracteristicas macroscopicas dos produtos secos (ESA, PSA e MSA).

C D E

Figura 11 — Caracteristicas macroscopicas do ESA He E. uchi (A), PSA He de E. uchi (B), MSA He (C), ESA
He U. tomentosa (D) e PSA He de U. tomentosa (E).
Fonte: Acervo pessoal.

Segundo Prista (2003) o teor de umidade de extratos secos vegetais deve ser inferior a
8%. No entanto, a Farmacopeia Brasileira 5% ed. recomenda um valor de umidade menor que
5%, uma vez que valores mais altos prejudica a conservacdo, pois o material esta susceptivel a

contaminacédo e degradacdo de principios ativos (ANVISA, 2010; ANVISA, 2014). Portanto,
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seguindo esta orientacdo e de acordo com os resultados (Tabela 10, Tabela 11), apenas o PSA
E. uchi apresentou valor satisfatorio de 4,95%.

Em relacdo ao rendimento da operacdo de secagem, nota-se que é essencial o uso de
Aerosil® na solucdo extrativa de E. uchi para melhorar a eficiéncia do processo de secagem.
Tacon (2012) encontrou rendimentos operacionais de secagem por spray dryer variando de
46,8 a 70,9 %, valores semelhantes ao achado no presente trabalho apesar do autor ter

utilizado como adjuvante de secagem uma mistura de amido:Aerosil® na proporcéo 1:1.

ENSAIOS ESA He E. uchi PSA He E. uchi
MEDIA + DP MEDIA + DP
Rendimento de secagem 61,19 +1,82 69,53 +1,91
Rendimento de secagem* 56,92 +1,70 66,09 +1,81
PD 6,97 +0,66 4,95 +0,11
A NP 33,62 £2,09
Db 0,22 +0,00 0,24 +0,02
Dc 0,36 +£0,02 0,42 +0,03
FH 1,60 +0,06 1,76 +0,14
IC 37,50 £2,27 42,78 +4,74

Tabela 11 — Caracterizagéo do ESA He e PSA He de E. uchi
Nota: *ajuste com base na PD; PD: perda por dessecacdo; a: angulo de repouso; Db: densidade bruta; Dc:
densidade compacta; FH: Fator de Hausner; IC: indice de Carr.

Em relacdo a caracterizacdo dos ESA e PSA He de U. tomentosa (Figura 11, Tabela
10, Tabela 12). Observa-se que o uso do adjuvante de secagem Aerosil® apenas causou
melhoria nas caracteristicas macroscopicas, entretanto causou influencia negativa no
rendimento operacional, ou seja, 0 uso do adjuvante fez reduzir o rendimento de 68,33% para

58,99 % e ndo melhorou as deficientes caracteristicas reoldgicas do po.

ENSAIOS ESA He U. tomentosa PSA He U. tomentosa
MEDIA + DP MEDIA + DP
Rendimento de secagem 68,33 +2,11 58,99 +1,17
Rendimento de secagem™ 62,95 +1,54 54,43 +1,08
PD 7,87 +0,67 7,72 0,19
o NP 42,89 +2,56
Db 0,08 +0,00 0,14 +0,00
Dc 0,19 +0,00 0,30 +0,01
FH 2,47 +0,08 2,21 0,05
IC 59,41 +1,22 54,74 +1,09

Tabela 12 — Caracterizacdo do ESA He e PSA He de U. tomentosa
Nota: *ajuste com base na PD; NP: ndo possivel; PD: perda por dessecacdo; a: dngulo de repouso; Db:
densidade bruta; Dc: densidade compacta; FH: Fator de Hausner; IC: indice de Carr.
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A associacdo da SE He de E. uchi com a SE He de U. tomentosa na proporcdo 1:1 para
secagem por aspersdo e sem 0 uso de adjuvante, apesar de apresentar um rendimento
operacional satisfatorio (68.04%) resultou em um p6 (MSA,Tabela 13) com elevado teor de
umidade (10,35%), maior inclusive que os produtos secos das SE He individuais, baixa

densidade, pobre fluidez e tendéncia a aglomeracao (Figura 11, letra E).

ENSAIOS MSA He
MEDIA + DP

Rendimento de secagem 75,89
Rendimento de secagem™* 68,04

PD 10,35 0,37
Db 0,16 +0,002
Dc 0,32 +0,01
FH 2,04 +0,05
IC 51,03 1,17

Tabela 13 — Caracterizagcdo do MSA He.

Nota: *ajuste com base na PD; PD: perda por dessecacdo; a: angulo
de repouso; Db: densidade bruta; Dc: densidade compacta; FH: Fator
de Hausner; IC: indice de Carr.

5.5 Caracterizacao dos ESA e MSA obtidos das SE aquosas

Vale destacar que a SE Aq e ESA Aq séo os que mais se aproximam dos preparados e
utilizados pela populagéo, sendo produzidos para avaliacdo da viabilidade da secagem em
spray dryer e, também, para comparacdo com os ESA e PSA obtidos com a SE He. Os
resultados da caracterizagdo do ESA Aq de E. uchi, ESA Aq de U. tomentosa e MSA Aq

(resultante da mistura de ambas as SE Aq) pode ser visualizado na Figura 12 e Tabela 14.

Nome ESA Aq E. uchi ESA Aqg U. tomentosa MSA Aq
Rendimento 37,77 % 5,87 % 33,36 %
po fino po fino po fino
Aspecto — - -
com aglomeragdes com aglomeracdes com aglomeracfes
Cor marrom médio a escuro marrom claro marrom claro
Odor caracteristico caracteristico caracteristico

Tabela 14 — Caracteristicas macroscépicas do ESA Aq E. uchi, ESA Ag U. tomentosa e MSA Ag.
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Figura 12 — Caracteristicas macroscépicas do ESA Aq E. uchi (A), ESA Ag U. tomentosa (B) e MSA Aq (C).
Fonte: Acervo pessoal.

Nota-se que o rendimento foi extremamente baixo para ambos os extratos, mas
principalmente para o ESA Aq U. tomentosa (5,87%), tal resultado ndo possibilitou massa
suficiente para todos os ensaios de caracterizacdo sendo realizado para este ESA Aq apenas a
avaliacdo do rendimento operacional, as caracteristicas macroscopicas, teor de marcador
quimico (Mitrafilina) e teor de polifenois.

Em relacdo ao baixo rendimento da operacdo de secagem, ja era esperado devido ao
baixo teor de sélidos soluveis da SE Aq (0,15%, Tabela 14). O teor de solidos soluveis é
apontado como um importante fator que influencia no processo de secagem por spray dryer,
sendo recomendado utilizar procedimentos extrativos que resultem em o maximo de sélidos
possivel, evitando-se ainda uma maior adi¢do de adjuvantes para melhorar as caracteristicas
do produto final (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Outro fator de grande relevancia quando se trata de extratos secos vegetais € 0 uso e a
escolha dos adjuvantes para secagem, pois, estes sdo capazes de melhorar caracteristicas
tecnoldgicas dos extratos secos tais como baixa densidade, fluxo do pdé e tendéncia a
aglomeracgdes e higroscopicidade (DE SOUZA et al., 2000; SPANIOL, 2007; OLIVEIRA;
PETROVICK, 2010).

O baixo rendimento do ESA Aq, também pode ser explicado pelas perdas do produto
no processo de secagem por aderéncia as paredes do equipamento Mini Spray Dryer
(MARINHO, 2016). Assim, este resultado evidencia que é necessarias melhorias no processo

de preparo da SE Ag para ser tornar mais adequado a obtencdo de ESA Ag.
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O teor de bergenina e polifendis totais marcadores quimicos da E. uchi é apresentado
na Tabela 15. Observa-se que a presenca do Aerosil® ndo interferiu nos marcadores quimicos,
pois a quantidade de bergenina e o teor de polifendis totais no PSA He estdo de acordo
respeitando os 20% de adjuvante utilizado, tomando como referencia o contetdo do ESA He
E. uchi.

Comparando os teores de polifendis da SEC He E. uchi (14,99%) com o ESA He E.
uchi (18,96%) nota-se que o0 processo de secagem em spray dryer causou uma maior
concentracdo dos polifendis totais considerados compostos bioativos desses extratos secos.

Tacon (2012) encontrou teor de bergenina nos PSA He por spray dryer variando de
32,24 a 36,76 % semelhante aos achados no presente trabalho, apesar de que o mesmo autor
encontrou valores maiores no teor de polifendis de 27,34 a 31,57 %. O trabalho realizado por
Silva e Teixeira (2015) avaliando o teor de bergenina entre um extrato oriundo de uma
infusdo com um extrato oriundo de uma solucdo hidroalcoolica evidenciou que ndo houve
diferenca entre os teores de bergenina encontrado em ambos os extratos e, também revelou a

bergenina com substancia majoritaria.

Teor de Bergenina PT PT
Amostras (%) (%) (mg de EQAG/g)

MEDIA + DP MEDIA + DP MEDIA + DP
ESA He E. uchi 40,76 +1,46 18,96 +0,47 237,11 £5,64
PSA He E. uchi 33,42 0,23 15,39 +0,40 194,44 +4,81
MSA He (E. uchi + U. tomentosa) 20,17 +1,08 - -
Mistura fisica ESA He (E. uchi + U. tomentosa) 18,90 £0,50 32,84 £0,42 403,08 +5,02
ESA Aq E. uchi 36,20 +1,09 16,14 +0,13 203,36 +1,60
MSA Ag (E. uchi + U. tomentosa) 18,27 +0,36 15,47 0,16 195,36 +1,88
Mistura fisica ESA Ag (E. uchi + U. tomentosa) - 27,63 £0,78 340,86 +9,31

Tabela 15 — Quantificacdo do teor de marcador bergenina e polifendis totais nas amostras de ESA, PSA e MSA.

Quando comparado o teor de bergenina na MSA He (E. uchi + U. tomentosa) com a
mistura fisica de ambos 0s extratos secos, observa-se que do ponto de vista quimico

aparentemente ndo ha interagdo negativa entre as substancias, pois novamente observa-se que
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0s conteudos dos marcadores quimicos sdo compativeis e representam cerca de 50% do
conteddo do ESA He E. uchi. O mesmo ocorre quando comparado o MSA Aq e o teor de
bergenina do ESA Ag E. uchi. As misturas (tanto secando em associacdo, quanto apenas
misturadas apos secagem individual) foram avaliadas para identificar uma possivel influéncia
e interacdo entre seus constituintes e marcador quimicos.

O resultado do teor de mitrafilina e polifendis totais, marcadores quimicos da U.
tomentosa, estd descrito na Tabela 16. Observa-se que a quantidade de mitrafilina e contetdo
de polifendis totais no PSA He esta de acordo, pois, respeita os 20% de adjuvante utilizado.

Segundo Azevedo e colaboradores (2018) nos extratos aquosos de U. tomentosa foram
detectados mitrafilina, isomitrafilina, acido clorogénico e acido quinico. Além disso, 0s
mesmo autores evidenciaram que o extrato € capaz de inibir a producdo de citocinas pro-

inflamatdrias in vitro esclarecendo o mecanismo de acdo da atividade anti-inflamatoria de U.

tomentosa.
Amostras Teor de Mitrafilina (%) PT (%) PT (mg de EGAG/Q)

MEDIA £ DP MEDIA + DP MEDIA + DP

ESA He U. tomentosa 0,97 £0,01 19,48 £0,17 243,31 £2,08

PSA He U. tomentosa 0,77 0,03 15,55 +0,48 196,28 5,75

MSA He 0,59 +0,03 - -

ESA Ag U. tomentosa 0,87 £0,001 13,97 +0,69 177,44 £8,28

MSA Aq 0,59 +0,01 15,47 +0,16 195,36 +1,88

Mistura fisica ESA Aq 0,39 +0,02 32,84 £0,42 403,08 £5,02

Tabela 16 — Quantificacdo do teor de marcador mitrafilina e polifendis totais nas amostras de ESA, PSA e MAS
contendo U. tomentosa.

5.6 Atividade antifungica

O estudo de atividade antifungica foi realizado com os produtos secos das espécies
individualizadas e os resultados da CIM contra cepa de C. albicans ATCC 36232 esta descrito
na Tabela 17, onde pode ser observado que todos os produtos secos de E. uchi apresentaram

acdo contra a levedura com valores de CIM de 50 pg/mL. Extratos dessa planta ja tem varios
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relatos na literatura com evidencias de atividade antifungica contra a C. albicans (POLITI,
2009; SILVA et al., 2009; TACON, 2012; GIORDANI; SANTIN; CLEFF, 2015). Vale
ressaltar que o Aerosil® utilizado como adjuvante de secagem para obtencdo do PSA ndo
demonstrou influencia negativa na atividade antimicrobiana.

A acdo antifngica dos extratos de E. uchi contra C. albicans j& havia sido relatada
com CIM 2500 pg/mL para extratos secos por aspersao (spray dryer) com e sem adjuvantes
(amido:Aerosil® 1:1) e o liofilizado (TACON, 2012). Nota-se que no presente trabalho o
extrato tem uma atividade promissora com CIM de 50 pg/mL, ou seja, superior ao descrito na

literatura.

Amostra C. albicans ATCC 36232
CIM (pg/mL)

ESA He E. uchi 50

PSA He E. uchi 50

ESA Ag E. uchi 50

ESA He U. tomentosa 800

PSA He U. tomentosa >800

ESA Ag U. tomentosa >800

Diéxido de silicio coloidal >800
Anfotericina B <0,0313

Tabela 17 — Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) contra cepa de
C. albicans ATCC 36232

Os produtos secos de U. tomentosa ndo apresentaram atividade antimicrobiana nas
concentracOes testadas. A auséncia da atividade frente a Candida albicans ja tem sido relatada
(CCAHUANA-VASQUEZ et al., 2007), apesar de que ha relatos da atividade antifingica
contra cepas de C. albicans e também contra C. guilliermondii, C. krusei e C. tropicalis
(SOUZA JUNIOR et al., 2011).

O ensaio antifungico, para avaliar possiveis interacdes sobre a atividade bioldgica com
a mistura dos extratos entre as espécies das plantas estudadas, evidenciou que ndo houve
mudangas no valor da CIM, ou seja, sem ocorrer efeitos sinérgicos ou antagonistas que

modificariam o valor do CIM. Esse resultado colabora com os achados dos marcadores
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quimicos bergenina, mitrafilina e polifendis totais que aparentemente ndo sofreram alteracédo
guando associado os extratos das duas espécies vegetais.

Devido o ESA He E. uchi ter apresentando uma promissora a¢do antifungica contra a
cepa C. albicans foram realizados ensaios preliminares para tentar elucidar o mecanismo de
acao antifangico. No ensaio com sorbitol foi avaliado uma possivel acdo sobre a parede
celular fangica devido o sorbitol ser um osmoprotetor da parede celular. O ensaio com
ergosterol avalia uma possivel acdo na membrana flngica, devido o ergosterol ser um
importante constituinte desta. Com a realizacdo dos ensaios ndo foi observado mudancas na
CIM, ou seja, foi possivel verificar que o mecanismo de acdo antifingica ndo envolve a
parede celular e nem o ergosterol devendo-se utilizar outros ensaios para elucidacdo do

mecanismo de acao.

5.7 Efeito dos ESA He sobre a viabilidade celular

O ESA He E. uchi e 0 ESA He U. tomentosa foram testados nas concentracfes de 3,12
a 100 pg/mL em linhagem de células MRC5, a fim de averiguar se esses extratos secos
causariam alguma toxicidade por meio do método de Alamar blue. Conforme ilustrado na
Figura 13, foi observado que as amostras testadas nas concentragdes de 25 a 100 pg/mL
apresentaram toxicidade para linhagem de célula testada se comparado ao controle negativo
somente com DMSO. Por outro lado, as menores concentragdes dos 12,5; 6,25 e 3,125 pg/mL
ndo apresentaram potencial de citotoxicidade na linhagem testada, tornando-se estas
concentragfes seguras para 0S ensaios posteriores.

Diante dos dados anteriores foi calculado a Clsg de ESA He E. uchi e ESA He U.
tomentosa que estdo descritas na (Tabela 18). Vale ainda ressaltar, que a Clso evidencia a
concentragdo segura para outros testes em células tais como ensaio de avaliacdo da inibicdo

do NO.
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Figura 13 — Efeito das amostras sobre a viabilidade em linhagem de células MRC5 expostos ao tratamento com
diferentes concentragdes 3,12 a 100 ug/mL apds 24 horas de tratamento com as amostras ESA He E. uchi (A) e
ESA He U. tomentosa (B).

Fonte: Acervo pessoal.

Amostras Clso pg/mL

ESA He E. uchi 42,21 (33,60-53,03)
ESA He U. tomentosa 31,74 (26,53-37,98)
Doxorrubicina 16,12 (12,55 — 20,70)

Tabela 18 — Viabilidade celular (Concentragéo Inibitoria - Clss) da amostra com farmaco padréo
doxorrubicina testados em linhagens celulares de células MRC 5
Nota: o intervalo de confianca esté representado entre os parénteses Clsq (p1g/mL).

Em relacdo a U. tomentosa, Almeida e colaboradores (2017) ressaltam que é seguro a
utilizacdo dos fitoterdpicos a base desta planta medicinal, que ja esta disponivel no Sistema
Unico de Saude para o tratamento da artrite, uma vez que O autores recentemente

evidenciaram que a planta ndo tem apresentado efeitos citotoxicos ou mutagénicos.

5.8 Efeito dos ESA He E. uchi sobre inibicdo de é6xido nitrico (NO*)

Nos ensaios realizados, 0 ESA He E. uchi foi a amostra mais promissora, por sua acéo
antimicrobiana previamente relatada sendo avaliado quanto a capacidade de inibicdo da
produc¢dao de NO- em linhagem de celulas Cell Raw 24.7 (Figura 14). A amostra foi testada
nas concentragdes de 20, 10, 5, 2,5 e 1,25 pug/mL, sendo utilizado como controle positivo o
lipopolissacarideos e como controle negativo somente meio de cultura RPMI suplementado

com 10% de SFB. Verificou-se que ainda que o ESA He E. uchi apresentou uma possivel
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capacidade de inibicdo da producdo de Oxido nitrico nas concentracbes de 2,5; 5; 10 e 20
ug/mL, enquanto que a concentragdo de 1,25 pg/mL nado apresentou inibicao de NO* quando
comparados ao controle positivo lipopolissacarideo.

ESA He E. uchi
1204

1004

" Sl

0.00 1.25 250 500 10.00 20.00

NO? (umoliL)

Concentration (ug/mL)

Figura 14 — Ensaio concentragdo-resposta do ESA He E. uchi sobre a inibicdo de 6xido nitrico (NO®) em
sobrenadantes de linhagem de células Cell Raw 24.7 estimulados por 1 pg/mL de lipopolissacarideo utilizando
reagente de Griess.

Fonte: Acervo pessoal.

5.9 Obtencéo dos granulados classicos

O estudo de viabilidade de obtencéo de granulados foi realizado apenas com o PSA He
de E. uchi, uma vez que ndo houve significativa diferenca entre as atividades bioldgicas
testadas dos demais produtos secos de E. uchi, e também pelo maior rendimento pulvéreo
obtido. Assim, os resultados da caracterizacdo dos granulados obtidos por via Umida
empregando diferentes aglutinantes: sendo F1 (celulose microcristalina), F2 (amido
modificado) e F3 (lactose) contendo PSA He de E. uchi estdo descritos na Figura 15, Tabela

19, Tabela 20 e Apéndice 2.

Nome F1 F2 F3
granulos irregulares com granulos irregulares com granulos irregulares com
Aspecto forma vermicular a forma vermicular a forma vermicular a
sensivelmente esférica sensivelmente esférica sensivelmente esférica
Cor Bege Bege Bege
Odor sem odor caracteristico sem odor caracteristico sem odor caracteristico

Tabela 19 — Caracteristicas macroscopicas dos granulados F1, F2 e F3 com PSA He de E. uchi.
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Figura 15 — Caracteristicas macroscépicas dos granulados F1, F2 e F3 com PSA He de E. uchi.
Fonte: Acervo pessoal.

Em relacdo ao valor de perda por desseca¢do nota-se que a umidade encontra-se acima
do limite preconizado de < 8% (PRISTA, 2003) e < 5% (ANVISA, 2010; ANVISA, 2014)
para extratos secos e derivados, sendo que no caso dos granulados é importante considerar um
teor maior de umidade, pois uma baixa ou mesmo a auséncia total de umidade dificultaria a
compressédo do granulado para producdo de comprimidos (PRISTA, 2003). Ainda deve-se
mencionar que a Farmacopeia Brasileira permite teores de até 15% de perda por desseca¢do
para o amido, que foi utilizado como excipiente em altas proporgdes (ANVISA, 2010). A
maior umidade dos granulados deve-se ainda ao fato de ter utilizado a via Umida de
granulacdo usando como liquido aglutinante a 4gua destilada com secagem com temperatura
de no maximo 40 °C, a fim de evitar possiveis interacbes negativas e degradacdes das

substancias presentes no PSA de E. uchi se utilizado solventes organicos como liquido

aglutinante.
F1 F2 F3
ENSAIOS . . -

MEDIA + DP MEDIA + DP MEDIA + DP
Rendimento (g/100g) 63,35 +0,03 63,59 £0,01 56,32 £0,13
Rendimento* (g/100g) 57,40 £0,03 57,80 £0,01 51,77 £0,13
Teor Bergenina (%) 0,72 £0,02 0,50 £0,01 0,53 £0,03
PD (%) 9,52+ 0,68 9,23+0,73 8,22 +0,44
Dm (grafico) (mm) 0,83 mm 0,00 0,83 mm 0,00 0,90 +0,00
Dm (formula) (mm) 0,73 mm 0,00 0,71 mm 0,00 0,78 mm 0,00
Friabilidade (%) 2,28% + 0,30 2,14% £ 0,21 1,93% + 0,09
Db (g/mL) 0,37 +0,01 0,41 +0,01 0,39 +0,01
Dc (g/mL) 0,38 +0,01 0,43 +0,01 0,43 +0,01
FH 1,04 £0,00 1,04 +0,00 1,08 +0,00
IC (%) 3,66 +0,08 4,06 +0,10 7,79 £0,18
a(®) 23,24 +1,25 22,89 £1,85 23,61 +0,62
propriedades de fluxo Excelente Excelente Excelente

Tabela 20 — Caracterizacao dos granulados F1, F2 e F3 contendo 3% PSA He E. uchi.

Nota: PD= perda por dessecacdo; Dm= didmetro médio; Db= densidade bruta; Dc= densidade de compactacdo
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Em relacdo ao teor de bergenina nos em granulados (Tabela 20) se observar que F1
(0,72 %) ha um conteudo diferente que F2 (0,5%) e F3 (0,53), no entanto um fator que pode
ter interferido é o baixo conteddo de PSA He E. uchi (3%), o processo de pesagem e preparo
da amostra, que leva a concluir que apresentaram conteudos similares de bergenina.

Quanto a friabilidade, o menor percentual obtido foi de 1,93% (F3), ou seja, das 3
formulacGes foi a que apresentou maior resisténcia a erosdo, indicando maior estabilidade
fisica e, portanto menor capacidade de voltar a condicdo pulvérea ou formacdo de finos
guando submetido a determinadas provas. De acordo com Prista (2003), considera-se bom o
granulado que ndo origine mais que 10% de pd, em relacdo ao seu peso, assim, a trés
formulacBes apresentaram friabilidade adequada, demonstrando resisténcia, o0 que é bastante
importante para as propriedades reoldgicas e transformacdo em outra forma farmacéutica
solida como capsulas e comprimidos.

Em relacdo ao tamanho médio de particula, a F1 e a F2 apresentaram valores muito
semelhantes, somente a F3 apresentou didmetro médio superior (0,90 mm) (Figura 23 no
Apéndice 2). Quanto as demais caracteristicas, conforme pode ser verificado na Tabela 20, as
trés formulacdes (F1, F2 e F3) apresentaram Fator de Hausner de 1,04; 1,04 e 1,08% e indice
de Carr de 3,64; 4,06 e 7,79%, sendo todas classificadas com boa fluidez. Segundo Wells e
Aulton (2005), valores de FH menores que 1,25 e com indice de Carr <10% indicam bom
fluxo.

Deve-se observar que o FH e IC estdo relacionados indiretamente as propriedades de
fluxo, por expressarem a compactacdo ou compressdo. Para uma avaliagdo mais adequada da
fluidez, foi realizada a determinacéo do angulo de repouso, sendo que todas as 3 formulacgdes
apresentaram valores menores que 25°, indicando excelente fluidez. Dessa maneira, 0S
resultados evidenciam que os granulados superam as dificuldades de fluxo encontradas nos

extratos secos.
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5.10 Obtencéo dos granulados leito fluidizado

No estudo piloto em Mini Leito ndo foi possivel obter granulados de modo direto, ou
seja, a baixa densidade do PSA e dos aglutinantes, associada a pouca quantidade de pé
disponivel para o estudo impedia a fluidificacdo adequada, inviabilizando a granulacdo. Dessa
forma, como recurso farmacotécnico optou-se por fazer primeiramente a granulacdo com
apenas a mistura de adjuvantes por via umida classica, a fim de aumentar a densidade dos pds
(granulos), permitindo a fluidificacdo adequada no equipamento com posterior aspersdo da
SEC He de E.uchi.

Os resultados da caracterizacdo dos granulados brancos (GRA B), por via classica e da
formulacdo F4 obtida por meio do leito fluidizado estdo descritos na Figura 16, Tabela 21,
Tabela 22 e Apéndice 3. Pode ser verificado que os granulados F4 apresentaram coloracédo
marrom, o que é caracteristica do extrato seco de E. uchi, no entanto no final do processo
ainda restaram alguns granulos branco evidenciando que a atomizagdo da SEC He E. uchi

sobre 0s GRA B nao foi uniforme.

Nome GRAB F4
granulos irregulares com forma clbica a granulos irregulares com forma
Aspecto sensivelmente esférica clbica a sensivelmente esférica
Cor Brancos Marrom escuro
Odor Inodoro caracteristico

Tabela 21 — Caracteristicas macroscopicas do granulados GRA B e F4.
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Figura 16 — Caracteristicas macroscopicas dos granulados GRA B (A) e F4 (B).
Fonte: Acervo pessoal.

Através da analise da granulometria (Figura 25 no Apéndice 3) nota-se que 0 a

i<

s

operacdo de fluidificacdo no leito fluidizado causou a reducdo do didmetro médio das

particulas do GRA B, fazendo que no final da atomizacéo da SEC He de E. uchi os GRA B de
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0,8mm de diametro meédia gera-se granulados com 0,66 mm (F4) de diametro medio.
Observa-se que é necessario melhorar a resisténcia do GRA B, a fim de que possa ser
utilizado em leito fluidizado. Apesar da baixa resisténcia dos granulados brancos, verificou-se
o rendimento final dos granulados obtidos (F4) foi de 84, 21 %, ou seja, indicando que
atomizacdo do SEC He de E. uchi sobre granulados de adjuvantes parece ser uma alternativa
tecnoldgica interessante para melhorar as propriedades farmacotécnica do produto final.

Em relacdo a perda por dessecacdo dos granulados observa-se que a formulacdo F4
apresenta alto valor (10,37%), mas deve-se mencionar que ndo foi realizada a etapa
complementar de secagem, uma vez que o processo de granulacdo no leito fluidizado
possibilita concomitantemente ambos processos. Neste sentido, deve-se buscar a otimizacao
do processo, modificando aspectos como quantidade de material inerte, temperatura de

entrada, vazdo do soprador e outros paramentos para granulados como menor teor de

umidade.
GRAB F4
ENSAIOS p -
MEDIA £ DP MEDIA + DP
Rendimento (g/100g) 83,21 84,21
Rendimento* (g/100g) 76,48 75,48
Teor de Bergenina (%) - 5,00 % 0,20
Perda por Dessecagéo (1V) 8,09% =+ 0,44 10,37 % +0,38
Friabilidade - 0,41 % +0,03
Diametro médio (grafico) 0,84 mm +0,01 0,66
Didmetro médio (formula) 0,74 mm +0,003 0,61

Tabela 22 — Caracterizacéo dos granulados GRA B e F4

O ensaio de liodisponibilidade foi realizado visando investigar o perfil de dissolucéo
dos granulados, este teste fornece dados sobre a dissolugdo dos farmacos a partir de sua forma
farmacéutica, com uso de diferentes excipientes, em relacéo a varios intervalos de tempo. No
presente estudo, considerando que o ESA é o componente ativo (“farmaco”), este ensaio foi
realizado a fim de avaliar o perfil de cedéncia do ESA (como um todo) contido nos

granulados (F1, F2, F3 e F4).
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5.10.1 Ensaio de liodisponibilidade

O ensaio de dissolucdo foi realizado através de espectrofometria na regido do UV, para
isso foi realizada uma varredura da solucdo de ESA He e de todos os adjuvantes presentes na
formulacdo dos granulados a fim de verificar a seletividade do método de analise. Como pode
ser visualizado na Figura 17, o comprimento de onda méaximo de absorcdo do ESA é de 272
nm, independente do solvente de solubilizagdo (etanol 50 °GL ou agua) e ndo ha interferéncia

nem do Aerosil® presente no PSA, nem dos aglutinantes utilizados na granulagéo.

2,046 T T

1,000
EI ESA HeE. uchi 30 pg/mL (agua)

PSA He E. uchi 30 pg/mL (adgua)
1 etanol sovaL

E— Agua

im [=--] Aerossil 100 pg/mL (4gua)

|:| Amido 100 pg/mL (dgua)

[ Lactose 100 pg/mL (sgua)

EI Celulose (CMC) 100 pg/mL (dgua)

1,500

1,000

Absorbancia

0,500

0,000

0,191 L L
200,00 400,00 600,00 800,00

Comprimento de onda (nm)
Figura 17 — Varreduras em espectrofotdmetro UV-Vis das amostras ESA He e PSA He de E. uchi solubilizados
em &gua; como também os componentes da formula Aerosil®, amido, lactose, celulose microcristalina, agua e

etanol.
Fonte: Acervo pessoal.

A curva de calibracdo do ESA He E. uchi solubilizado em agua conforme Figura 18 é
explicada pela equagdo y= 0,0157x - 0,0062. O coeficiente de correlagdo calculado para a
regressdo linear da reta foi R°= 0,997. Este valor estd de acordo com preconizado pela

ANVISA (> 0,99), demonstrado linearidade entre as variaveis (BRASIL, 2017).
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Figura 18 — Curva de calibracdo do ESA He E. uchi em &gua em 272 nm.

Fonte: Acervo pessoal.

O perfil de dissolucdo dos granulados contendo E. uchi esta descrito na
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Figura 19. Nota-se que todos os granulados liberaram mais de 100% de PSA em menos

de 15 minutos, sendo, portanto considerados de rapida dissolucéo, e assim classificados como

formas farmacéuticas de liberacdo muito rapida (BRASIL, 2004).
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Figura 19 — Grafico do perfil de dissolucdo dos granulados de E. uchi. F1 (celulose microcristalina), F2 (amido

modificado), F3 (lactose) e F4.
Fonte: Acervo pessoal.

Com base ainda na
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Figura 19 pode ser observado que a formulacdo F2 teve uma maior liberacdo no
conteddo de ESA que as demais amostras (F1, F3 e F4), indicando que a composi¢do da
formulacéo influencia na cedéncia do ESA, pois atingiu uma liberacdo mais rapida em menos
tempo quando comparado com as demais formulacdes. Deve-se assim observar, que apenas a
mudanca do agente aglutinante da formulacdo causou modificacdes nos granulados obtidos,
sendo indispensavel que se realize estudos de pré-formulacéo a fim de garantir a eficacia do

medicamento em exercer suas funcdes terapéuticas (BHARATE, BHARATE; BAJAJ, 2010).
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6 CONCLUSAO

Com a execucdo do trabalho nota-se que a droga vegetal e as solucGes extrativas (SE)
de E. uchi e U. tomentosa apresentaram parametros de controle de qualidade satisfatérios com
os padrdes exigidos pelos compéndios oficiais, como também semelhantes a outros estudos
com a espécie vegetal, diante disso podem ser utilizados para a producdo das formas
farmacéuticas.

Foi viavel a obtencdo de extrato e/ou produto seco por aspersdo de E. uchi e U.
tomentosa de forma isolada e em associacdo, sendo observado que o uso de adjuvante foi
indispensavel para melhorar o teor de umidade e caracteristicas macroscopicas do PSA, além
de ndo demonstrarem influéncia no contetdo dos marcadores quimicos.

O estudo ainda demonstrou que aparentemente os teores de marcadores de bergenina
para E. uchi e mitrafilina para U. tomentosa ndo sofreram interferéncia mesmo com uso do
adjuvante ou quando feita a mistura entre as duas espécies.

Com as atividades bioldgicas de citotoxicidade, antifingica e anti-inflamatdria os
produtos secos derivados da E. uchi foram os mais promissores, sendo escolhido para a
producdo dos granulados.

A granulacdo por via umida classica do PSA He E. uchi possibilitou a obtencéo de
granulados com propriedades tecnoldgicas favoraveis, no entanto, vale ressaltar que a
concentracdo utilizada nas formulacdes foi de 3%, sendo necessarios maiores estudos para
aumentar essa concentracdo dos granulados finais. Em relacdo a utilizagéo do leito fluidizado
foi vidvel, mas, ressalta-se a necessidade da otimizagdo dos pardmetros do processo.

O perfil de dissolucdo dos granulados (F1, F2, F3 e F4) demonstrou que 0S mesmos

podem ser classificados como forma farmacéutica de liberacéo rapida.
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Portanto, foi possivel realizar estudos tecnoldgicos para obtencdo de forma
farmacéutica sélida a partir das cascas do caule de E. uchi e U. tomentosa com adequados

contetddos de compostos ativos dessas plantas medicinais.
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Apéndice 1 — Histograma de distribui¢do das MPV E. uchi e U. tomentosa
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Figura 20 — Histograma da distribuicdo de particulas do MPV E. uchi
Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 21 — Histograma da distribuigdo de particulas de U. tomentosa
Fonte: Acervo pessoal.
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Apéndice 2 - Histograma e grafico de distribuicdo do tamanho dos

granulados obtidos via Umida tradicional contendo PSA E. uchi

Fréquencia Relativa (%)

0-250 355-250 425-355 500-425 600-500 710-600 850-710 1000-850 >1000

Faixa granulometrica (um)

Figura 22 — Histograma da distribuicdo de particulas dos granulados F1, F2 e F3 com PSA He E.

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 23 — Grafico de curva de fracdo de retengdo e passagem para determinar o tamanho médio das particulas

dos granulados F1, F2 e F3 contendo PSA He E. uchi.

Nota: —®—F1(0,83 mm +0,004); ~ ® " F2 (0,83 mm +0,001); “**** F3 (0,90 mm +0,001).

Fonte: Acervo pessoal.
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Apéndice 3 - Histograma e grafico de distribuicdo do tamanho dos

Granulados obtidos por leito fluidizado contendo E. uchi
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Figura 24 — Histograma da distribuicdo de particulas dos granulados GRA B e F4 de E. uchi.
Fonte: Acervo pessoal.

Frequéncia cumulativa (%)

Figura 25

100,00 -
90,00 -
20,00
70,00 4
60,00
50,00 4
40,00 4
30,00
20,00
10,00

0.00 -

0.1 0.3 04 0.3 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Diamétro médio (mm)

— Gréfico de curva de fragdo de retengdo e passagem para determinar o tamanho médio das particulas
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