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RESUMO

DESENVOLVIMENTO, PADRONIZA(;AO (CLAE-DAD) E AVALIAQAO PRE-
CLINICA DO EXTRATO SECO POR SPRAY-DRYER DE AMBURANA
CEARENSIS A. C. SMITH (CUMARU). Aluna: Sandra Miranda Araruna. Orientador:
Profa. Dra. Luzia Kalyne Almeida Moreira Leal. Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de Farmacia. Universidade Federal do
Ceara.

Nas ultimas décadas a producao de fitoterapicos tem explorado novas possibilidades
tecnolégicas como a produgao de extratos secos padronizados. Isso decorre das
vantagens apresentadas desses produtos em relacdo as solugbes extrativas. A
casca do caule de Amburana cearensis (cumaru, Fabaceae) € uma arvore
amplamente utilizada nas praticas caseiras da medicina popular nordestina indicado
no tratamento da asma. A planta tem sido utilizada como matéria-prima ativa na
producdo do xarope de cumaru por Programas Publicos de Fitoterapia e industria
Farmacéutica. O objetivo do presente trabalho foi realizar o desenvolvimento e
controle das etapas inerentes a producao do extrato seco padronizado de Amburana
cearensis, bem como investigar seus efeitos toxicos pré-clinicos. Para tanto, foi
desenvolvido selecionado o método de secagem da planta (droga vegetal)
monitorado pela determinacdo de parametros, como teor de umidade e de
marcadores (cumarina e amburosidio A) determinados por CLAE-DAD. No
desenvolvimento do método extrativo, forma investigadas a influéncia de algumas
variaveis sobre o processo (tempo de maceragao/percolagao, volume de extracéo e
% de etanol em agua). O teor de marcadores (resposta) foi usado como critério de
avaliacdo. A analise estatistica, incluindo analise de superficie da resposta mostrou
que a medida que o teor de etanol (20, 60 e 100% em agua) aumenta, aumenta o
teor de marcadores nos extratos, enquanto o tempo mostrou uma influéncia sutil no
processo. O volume de extracao apresentou um efeito inverso ao observado para o
teor de etanol. Assim, o método extrativo selecionado obtido por
maceracgao/percolagdo a temperatura ambiente compreendeu: solugdo extratora:
Etanol a 100%; volume de extracdo: 200 mL e tempo de extragao: 24h). As melhores

condicbes de secagem do extrato de cumaru foram a temperatura de entrada de
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95°C e 25 % de dioxido de silicio, resultando num rendimento de 40 %. A avaliagéo
toxicoldgica pré-clinica preliminar in vivo — teste hipocratico, mostrou que o extrato
seco padronizado de cumaru (Cumarina: 123,0 + 0,08 mg/g extrato; amburosidio A:
496,8 + 0,29 mg/g) possui uma baixa toxicidade, porém mostrou uma citotoxicidade
nas concentragdes de 50, 100 e 200 ug/mL em neutréfilo humano mensurada
através da atividade da enzima lactato desidrogenase. Os resultados obtidos no
presente estudo permitiram o desenvolvimento de métodos de producao, além de
parametros analiticos que podem ser aplicados desde no controle de qualidade da
droga vegetal a produtos derivados como o extrato seco de A. cearensis. Além
disso, a avaliagao toxicologica pré-clinica permitiu uma visdo preliminar do grau de

seguranga pre-clinica do produto.

UNITERMOS: Amburana cearensis, Cumaru, Fabaceae, CLAE, Spray dryer
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ABSTRACT
DEVELOPMENT, PADRONIZAC}AO (HPLC-DAD) TOXICOLOGICAL AND
EVALUATION OF PRE-CLINICAL EXTRATO DRY BY SPRAY FOR DRYER
Amburana cearensis A. C. Smith (CUMARU). Student: Sandra Miranda Araruna.
Advisor: Profa. Dr. Luzia Kalyne Almeida Moreira Leal. The Postgraduate Program in

Pharmaceutical Sciences, Department of Pharmacy. Federal University of Ceara.

In recent decades the production of phytotherapy has explored new technological
possibilities as the production of standardized extracts dried. This stems from the
advantages offered these products for solutions extrativas. The bark of the stem of
Amburana cearensis (cumaru, Fabaceae) is a tree widely used in home practice of
medicine popular northeastern indicated for the treatment of asthma. The plant has
been used as feedstock in the production of active syrup cumaru by Public Programs
of Phytotherapy and pharmaceutical industry. The purpose of this study was the
development and control of the steps involved in the production of dry extract
standardized Amburana cearensis and investigate its pre-clinical toxicity. For both,
was selected developed the method of drying of the (drug plant) monitored by the
determination of parameters such as moisture content and labels (coumarin and
amburosidio A) determined by HPLC-DAD. In developing the method extractive,
shape investigated the influence of some variables on the process (of maceration
time / percolation, and volume of extraction% ethanol in water). The content of labels
(response) was used as a criterion for evaluation. The statistical analysis, including
analysis of the surface of the response showed that the extent that the content of
ethanol (20, 60 and 100% in water) increases, increases the level of markers in the
extracts, while the time showed a subtle influence in the process. The volume of
extraction had an effect opposite to that observed for the content of ethanol. Thus,
the method selected extractive obtained by macerating / percolation at room
temperature understood: extractor solution: Ethanol 100%; volume of extraction: 200
mL and time of extraction: 24h). The best conditions for drying the extrtao of cumaru
were the temperature of entry of 95 ° C and 25% of silicon dioxide, resulting in a yield

of 40%. The toxicological evaluation preliminary pre-clinical in vivo - hipocratico test
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showed that the dry extract standardized cumaru (Coumarin: 123.0 + 0.08 mg / g
extract; amburosidio A: 496.8 + 0.29 mg / g) has a low toxicity, but showed a
cytotoxicity at concentrations of 50, 100 and 200 py g / ml in human neutrophil
measured by the activity of the enzyme lactate dehydrogenase. The results of this
study enabled the development of production methods, and analytical parameters
that can be applied from the quality control of drugs to plant products such as dried
extract of A. cearenis. Moreover, the toxicological evaluation pre-clinical allowed a

preliminary overview of the degree of pre-clinical safety of the product.

UNITERMOS: Amburana cearensis, Cumaru, Fabaceae, HPLC, Spray dryer
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1. INTRODUCAO

Ha milhares de anos, o homem vem utilizando os recursos da flora no
tratamento de diversas patologias. Foi através da observacao e da experimentagao
pelos povos primitivos que as propriedades terapéuticas de determinadas plantas
foram sendo descobertas e propagadas de geracdo em geragao, fazendo parte da
cultura popular. Ha relatos, por exemplo, do uso de plantas com finalidades
terapéuticas por volta de 3.000 a.C. na obra Pen Ts’ao do chinés Shen Nung (KO,
1999; TYLER, 1996). No ano 78 d.C., o botanico grego Pedanios Dioscorides
descreveu cerca de 600 plantas medicinais, além de produtos minerais e animais no
tratado De Matéria Medica. No século XVI, o médico suico Philippus Aureolus,
conhecido como Paracelsus (1493-1541), formulou a “Teoria das Assinaturas”,
baseada no provérbio latim similia similibus curantur, “semelhante cura semelhante”.
Com esta teoria acreditava-se que a forma, a cor, o sabor e o odor das plantas
estavam relacionados com as suas propriedades terapéuticas, podendo dar indicios
de seu uso clinico. Algumas destas plantas passaram a fazer parte das
farmacopéias alopaticas e homeopaticas a partir do século XIX, quando se comegou
a investigar suas bases terapéuticas (ELVIN-LEWIS, 2001).

O isolamento da morfina da Papaver somniferum em 1803 pelo farmacéutico
Friedrich Wilhelm Adam Sertlrner, marcou o inicio do processo de extracdo de
principios ativos de plantas. A partir de entdo, outras substancias foram isoladas,
como por exemplo, a quinina e a quinidina obtidas da Cinchona spp, em 1819, e a
atropina da Atropa belladona, em 1831, que passaram a ser utilizadas em
substituicédo aos extratos vegetais (SCHULZ, HANSEL, TYLER, 1998; TYLER 1996).

Assim, a producdo de farmacos via sintese quimica, o crescimento do poder
econdmico das industrias farmacéuticas e a auséncia de comprovacgdes cientificas
de eficacia das substancias de origem vegetal aliada as dificuldades de controle
quimico, fisico-quimico, farmacoldgico e toxicologico dos extratos vegetais até entdo
utilizados, impulsionaram a substituicdo destes por farmacos sintéticos (RATES,
2001).

ApoOs a década de 1960, observou-se, entdo, um desinteresse da industria

farmacéutica e dos institutos de pesquisa pela busca de novas substancias de
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origem vegetal, por se acreditar que ja haviam sido isoladas as principais
substancias ativas das drogas vegetais conhecidas, bem como ja haviam sido
realizadas todas as possiveis modificagdbes quimicas de interesse destas
substancias (SCHENCKEL, GOSMAN, PETROVICK, 1999).

Entretanto, a partir dos anos 1980, os avancgos técnicos e o desenvolvimento
de novos métodos de isolamento de substancias ativas a partir de fontes naturais,
permitiram maior rapidez na identificacdo de substincias em amostras complexas
como os extratos vegetais, ressurgindo o interesse pela pesquisa destas substancias
como prototipos para o desenvolvimento de novos farmacos.

Atualmente, os fitoterapicos sdao amplamente utilizados em diversos paises.
Na Africa, por exemplo, 80% da populacdo depende do uso destes medicamentos,
0s quais representam alternativas frente ao alto custo dos farmacos sintéticos. O
mercado mundial de medicamentos fitoterapicos é de US$ 43 bilhdes por ano.
Somente nos Estados Unidos da América, este mercado representa US$ 5 bilhdes
por ano, sendo o setor de mais rapido crescimento no mercado farmacéutico norte-
americano (ASCHWANDEN, 2001). Estima-se que cerca de 60% dos farmacos com
atividades antitumorais e antimicrobianas, ja comercializados ou em fase de
pesquisa clinica, sejam de origem natural (SHU, 1998).

Diante da grande importancia dos medicamentos fitoterapicos, varios paises
da Europa estdo intensificando esfor¢os para unificar a legislagdo referente aos
medicamentos fitoterapicos, amplamente comercializados nestes paises (em
especial na Alemanha e Franga). Por outro lado, nos Estados Unidos, as
preparacdes a base de plantas sao classificadas como suplementos nutricionais, ndo
sendo necessario submeter dados de seguranga e eficacia ao Food and Drug
Administration (FDA) para a comercializagao destes produtos.

No Brasil, a legislagdo para medicamentos fitoterapicos vem sofrendo
modificagdes nos ultimos anos. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
vem elaborando normas para a regulamentagdo destes medicamentos, desde a
Portaria n° 6 de 1995, que estabeleceu prazos para que as industrias farmacéuticas
apresentassem dados de eficacia e seguranga dos medicamentos fitoterapicos,
passando pela RDC n° 17 de 2000, e a Resolugdo RDC n° 48 de 16 de margo de
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2004, atualmente em vigor, que dispde sobre o registro de medicamentos
fitoterapicos, (Brasil, 2004).

Esta preocupacdo das autoridades regulatérias com a normatizagcdo dos
medicamentos fitoterapicos propicia a avaliacdo de aspectos importantes, como a
eficacia e seguranca do uso destes medicamentos. O uso tradicional de diversas
plantas medicinais baseados em conhecimentos populares, aliado a crenca de que,
por ser natural ndo causa reacdes adversas, fez com que poucas plantas medicinais
fossem avaliadas através de estudos pré-clinicos e clinicos, a fim de comprovar sua
eficacia e seguranca, (Brasil, 2000).

Além disto, sabe-se que muitas plantas medicinais apresentam substancias
que podem desencadear reagdes adversas, seja por seus proprios componentes,
seja pela presenca de contaminantes ou adulterantes presentes nas preparacdes
fitoterapicas, exigindo um rigoroso controle de qualidade desde o cultivo, coleta da
planta, extragdo de seus constituintes, até a elaboracdo do medicamento, (Brasil,
2000).

Neste contexto inumeros estudos com plantas medicinais que ocorrem na
regidao Nordeste, do Brasil vem sendo realizados, em particular algumas
empregadas como matéria-prima vegetal ativa por Programas de Fitoterapia
Publicos ou Industrias Farmacéuticas como a Amburana cearensis, visando o
desenvolvimento e a producdo de produto fitoterapico baseado nos avangos
tecnoldgicos como o uso do Spray dryer na fase de secagem do extrato vegetal e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia na determinacao do teor de principio ativo e

identificagdo de marcadores quimicos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Amburana cearensis

2.1.1. Aspectos Etnofarmacolégico e Farmacoldégicos da Amburana cearensis

Amburana cearensis A.C. Smith (sin. Torresea cearensis Fr. All) (Figura 2.1)
pertence a familia Leguminoseae Papilionoideae (Fabaceae), € uma arvore de caule
ereto, que chega a atingir 15 metros de altura, sendo ao lado da A. acreana os
unicos representantes do género. Popularmente, € conhecida por diversas
designagbes, como imburana-de-cheiro, cerejeira e cumaru. Esta ultima
denominacao, a mais famosa delas, freqlientemente provoca confusdes com outra
leguminosa homénima chamada Dipteryx odorata, ambas ricas em cumarina. Ja o
termo imburana costuma provocar iguais equivocos na identificagdo, por se referir
também a Commiphora leptophloeos (Burseraceae), conhecida comumente como
imburana-de-espinho (MAIA,2004).

Embora considerada nativa do sertdo nordestino, a ocorréncia de A. cearensis
pode ser observada na América do Sul (do Peru a Argentina), (CARVALHO,1994),
apresentando-se como uma arvore frondosa, com flores brancas, vagem achatada e
casca do caule vermelho-pardacenta cujo agradavel odor € conferido pela cumarina.
Suas sementes sdo pretas, aladas e exalam forte cheiro de cumarina (semelhante a
baunilha), (CORREA,1984). No Nordeste, o periodo de floragdo ocorre no inicio da
estacao seca, entre maio e julho, e a frutificacdo se da de agosto a outubro.

Sob o ponto de vista econbmico, A. cearensis apresenta inestimavel
importancia comercial dada suas varias aplicagdes, sendo largamente empregada
na carpintaria e perfumaria. Comercializada com o nome de cerejeira-do-nordeste,
sua madeira é utilizada na fabricacédo de moveis, portas, janelas e caixotaria, devido
a reconhecida durabilidade. As sementes servem como aromatizantes e repelentes
de insetos para roupas e estantes, podendo também ser utilizadas na fabricacédo de
um po fino, designadas rapé-de-imburana, empregado para induzir espirros no
tratamento de “estalecido” (congestao nasal por acumulo de secrecéo), (MAIA,2004).

Na medicina popular, as cascas do caule sdo tradicionalmente utilizadas na

preparacao de “lambedds” caseiros para tratamento de doencas respiratérias, como

gripe, resfriado, bronquite e asma. Industrialmente, a forma farmacéutica disponivel
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€ o xarope de cumaru, produzido pelo Programa Farmacias Vivas, Farmacia-
Escola/UFC e por algumas empresas privadas. Ensaios farmacolégicos pré-clinicos
demonstraram atividades antiinflamatéria, broncodilatadora e analgésica para o
extrato hidroalcodlico, tendo sido possivel ainda atribuir os efeitos observados a

cumarina e a fragao flavonoidica, (LEAL,1997 e 2003)
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Figura 2.1 — Amburana cearensis A.C. Smith (sin. Torresea cearensis Fr. All) A. G.

Leal; E.R. Silveira; LORENZI| & MATOS, 2002)
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2.1.2. Composicao Fitoquimica da Amburana cearensis

Estudos fitoquimicos das sementes de Amburana cearensis relevou que
possuem aproximadamente 23% de o6leo fixo constituido principalmente do
glicerideo dos acidos: palmitico ( 18,6%), linoléico ( 7,1%) oléico (53,1%) e estearico
(8,0%), além de 4% de cumarina e um pouco de umbeliferona (SOUSA et. al., 1991;
MORS & RIZZINI, 2000).

Das cascas do caule da planta coletada no municipio de Quixeramobim-CE,
foram isoladas varias substancias incluindo cumarina (1,2 benzopirona),
isocampferideo ( 5,7- dihidroxi-2-(4-hidrofenil)-3-metoxi), fisetina ( 3,5,3’,4-
tetrahidroxiflavona), alfalona ( 6-hidroxi-4’-7-dimetoxiisoflavona) e o glucosideo
fendlico, amburosideo A ( 4-( O-B-D- glucopiranosil)-hidroxi-7-(3” —metoxi-4”-hidroxi-
benzoil)-benzilalcool) (Figura 2.2) (CANUTO,2006).

Pesquisas cientificas com plantas medicinais tém demonstrado que o Extrato
Hidroalcoolico de Amburana cearensis possui na sua composicdo quimica um
composto em grande quantidade denominado cumarina (1,2 benzopirona) que €
responsavel pela atividade antinoceptiva, broncodilatadora e antiflamatério da
planta, (LEAL et al, 1997:2000). Além da cumarina outros compostos estao
presentes, tais como o acido protocatecuico, isocampferideo ( 5,7- dihidroxi-2-(4-
hidrofenil)-3-metoxi), campferol, amburosideo A e B ( 4-( O-B-D- glucopiranosil)-
hidroxi-7-(3” —metoxi-4”-hidroxi-benzoil)-benzil alcool) isolados da casca do caule da
Amburana cearensis.

As cumarinas foram isoladas a primeira vez em 1820 por Vogel, membro da
Royal Academy of Science em Munique. Vogel associou o odor doce e agradavel
das sementes do cumaru, com o cheiro das flores do trevo (Melilotus officinalis), e

ele conseguiu isolar, em ambos, a cumarina, em forma de cristais



27

OH
S HO ©
HO
o X0 HO OH
0 O
1 2 HO
Oy OH
OH
CO ,H CO,H
HO o)
OCH 5 OH OCH ,
4 5 6
OH OH OH o]
HsC CHy
OH
CH,
HO o)
OH 8 R= glicose; 22, 23 di-hidro
7 9 R= glicose; A%%
OH o] RO
H,c'  CHs OH
HO OH
o) O
OH
HO
(0] 10 R=H
RO =
11 R= CH, on
OH o}
OCH 4
OH
HO o
HO o)
OH
13
OH 12 i
OH o]

Figura 2.2. Metabdlitos secundarios obtidos das cascas do caule de A. cearensis. 1.
cumarina , 2. sacarose, 3. afrormosina, 4. acido vanilico , 5. acido protocatecuico, 6.
isocampferidio, 7. campferol, 8. B-sitosterol glicosilado, 9. estigmasterol glicosilado,

10. amburosidio A, 11. amburosidio B, 12. quercetina, 13. 4’-metoxifisetina.
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brancos, idénticos, mas em muito menor quantidade nas flores do trevo (LEITE et
al.,, 1992). Atualmente, mais de 800 cumarinas ja foram identificadas, isoladas e
caracterizadas, distribuidas por varias espécies e familias de plantas (PEREIRA et
al., 1992 apud CELEGHINI, 2001).

As cumarinas sdo uma série de compostos que possuem em comum um anel
aromatico fundido em um anel de lactonas condensado. S&o divididas em quatro
subgrupos: as hidroxi ou metoxi cumarinas, as cumarinas isoprenilicas, as
piranocumarinas e as furanocumarinas. A maioria das cumarinas possuem
propriedades farmacoldgicas, sendo utilizadas em diversas areas da medicina. As
hidroxicumarinas sao utilizadas como anticoagulantes orais. Sua propriedade
anticoagulante é exercida de forma indireta, através da inibicdo da sintese dos
fatores de coagulacédo dependentes da vitamina K. Elas inibem também a sintese da
proteina C e S, que sao inibidores fisioldgicos da coagulacdo. Podem ser
encontradas no cravo doce. As furanocumarinas ou psoralenos, como o psoraleno, o
bergapteno e xantotoxino sdo compostos foto sensibilizadores usados no tratamento
da psoriase, do vitiligo e outras doengas de pele (CARDOSO et al., 2002). Estao
presentes na figueira e na hera de Sdo Jodo. Algumas piranocumarinas, como as
isoladas de plantas da espécie Calophyllum inibem a replicagdo do HIV-1, formando
uma nova classe de compostos que combatem o virus da Aids (KASHMAN et al.,
1992 apud DHARMARATNE et al., 1998).

A cumarina é extensivamente utilizada na medicina popular devido as suas
propriedades antiinflamatérias. A cumarina € um principio ativo natural existente em
diversas plantas como o guaco, a emburana, o agrido, a ipeca, o cumaru, o carapia,
a canela, a chicoria, entre outras, e em frutas como o morango, a cereja, a
framboesa e o damasco. Possui um odor forte e caracteristico de baunilha. E
utilizada como fixador de perfumes, aditivo em tintas e spray, aromatizantes de
alimentos, além de possuir propriedades antibidticas, bronco dilatadora,
antiinflamatdria, analgésica e também ser utilizada em tratamentos contra o cancer.

O acido protocatecuico € um composto fendlico largamente distribuido em
muitas espécies de plantas. Sua ocorréncia foi confirmada em muitas espécies,

dentre elas Hibiscus sadariffa e Sebastiania brasiliensis (TSENG et al., 2000;
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PENNA et al., 2001). Estudos prévios tem demostrado que este composto possui
forte atividade antioxidante e antitumoral, induziu apoptosis em células leucémicas
humana (TSENG et al., 2000), efeito hepatoprotetor em ratos com hepatotoxicidade
induzida por terc-butil-hidroxiperoxido (LIU et al, 2002), e exibiu atividade
anticarcinogénica em varios modelos animais (HIROSE et al., 1995).

O Campferol € um dos muitos flavondides estudados e mundialmente
distribuido em plantas (MIDDLETON Jr et al., 2000). Este flavondide mostrou forte
atividade antioxidante em varios modelos animais estudados e fraca citotoxicidade
em linhagens de células humanas (COS et al., 2001).

O Isocampferideo € o 3-metoxil derivado do Campferideo presente em
diferentes espécies vegetais (AHMED et al.,, 1994; BANSKOTA et al., 2000A).
Estudos farmacoldgicos demostraram que o isocampferideo teve efeito citotoxico
nas células cancerigenas 26-L5 do colon de murino (BANSKOTA et al., 2000b).

O Amburosideo A e B, compostos glicosidicos fendlicos, foi primeiramente
isolado da Amburana cearensis e in vitro foi avaliada a atividade antimalérica,
antiprotozéaria, antifUngica e antibacteriana, demostrando moderada atividade

antimalarica e antiprotozoaria (BRAVO et al., 1999).

2.2. PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE FITOTERAPICOS

O desenvolvimento de fitoterapicos inclui varias etapas e envolve um
processo interdisciplinar, multidisciplinar e interinstitucional. As areas de
conhecimento envolvidas vao desde a antropologia botanica, botanica, agronomia,
ecologia, quimica, fitoquimica, farmacologia, toxicologia, biotecnologia, quimica
organica até a tecnologia farmacéutica.

A pesquisa tem inicio pelo levantamento em literatura cientifica e catalogos
internacionais nas areas especificas do referido conhecimento, seguindo em
paralelo a pesquisa etnobotanica, a qual trata da observacdo do uso popular de
plantas nas diferentes culturas (CAMARGO, 1999). Pode-se também selecionar uma
planta por meio de pesquisa quimiotaxonédmica (onde o aspecto morfolégico pode

revelar a presengca de determinados grupos quimicos que tenham atividade
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farmacologica). Sequencialmente, coleta-se um espécime da planta, prepara-se uma
exsicata e faz-se a identificacdo botanica e o registro em um museu ou herbario. (DI
STASI, 1996; MIGUEL & MIGUEL, 1999; SIMOES et al., 2001).

A seguir remete-se o vegetal aos estudos botanicos, que tém como objetivo a
identificagdo inequivoca de uma espécie vegetal, por meio da analise de
caracteristicas anatébmicas, procurando destacar aquelas consideradas peculiares de
uma determinada espécie e que, em ultima instancia, estejam presentes na matéria-
prima vegetal. Da mesma forma, € importante o estabelecimento de caracteristicas
botanicas comparativas que permitam detectar, no controle de qualidade, a
presenga de uma ou mais espécies adulterantes.

Quanto ao encaminhamento aos estudos agrondmicos; objetiva-se a
produgdo abundante e homogénea de matéria-prima, preservando, a0 mesmo
tempo, a espécie e a biodiversidade. Os principais aspectos a serem investigados
visam a otimizagao da producédo de biomassa e de constituintes ativos, por meio de
estudos edafo-climaticos, de micropropagacao, inter-relagdes ecoldgicas, densidade
de plantio, de melhoramento genético da espécie, além dos aspectos sanitarios de
manejo e beneficiamento da espécie (DALLACOSTA & MIGUEL, 2001; SCHEFER,
1992).

Os estudos fitoquimicos compreendem as etapas de isolamento, elucidagao
estrutural e identificagdo dos constituintes mais importantes do vegetal,
principalmente de substancias originarias do metabolismo secundario, responsaveis,
ou nao, pela acao biolégica. Esses conhecimentos permitem identificar a espécie
vegetal, conjuntamente com ensaios de atividade bioldgica, analisar e caracterizar
fracdbes ou substancias bioativas. Ressalta-se ainda a importancia para o
desenvolvimento de fitoterapicos do estabelecimento de marcadores quimicos, que
sdo indispensaveis para o planejamento e monitoramento das acbes de
transformacédo tecnoldgicas aliado a estudos de estabilidade dos produtos
intermediario e final. Para isso, o conhecimento da estrutura quimica tem especial
relevancia no caso de substancias facilmente degradaveis por fatores tais como luz,

calor e solventes, atrelados ao processo tecnologico (MIGUEL, 1999).
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A avaliagcdo da atividade biologica inclui a investigagdo da atividade
farmacologica e toxicologica das substéancias isoladas, de fragbes obtidas ou
extratos totais da droga vegetal. A necessidade de constatar e verificar a atividade
biolégica de uma planta e dos produtos derivados pode ser abordada sob dois
pontos de vista. O primeiro, € investigar uma sequéncia de aspectos, iniciando pela
selecdo das acbes farmacologicas atribuidas a planta. Seleciona-se a atividade
farmacologica especifica a ser explorada, identificando-se o farmacdgeno, e quais
respectivas substancias podem apresentar a atividade farmacoldgica propriamente
dita. Sequiencialmente identifica-se a concentracdo e poténcia da substancia ativa
em questdo, buscando inclusive a presenga ou nao de substancias toxicas na fragao
de interesse (MIGUEL, 1999).

O segundo diz respeito ao estabelecimento de estratégias de
desenvolvimento tecnolégico, no qual a sua validagdo exige a conservagédo da
composi¢do quimica e, sobretudo, da atividade farmacoldgica a ser explorada
(MIGUEL, 1999).

O conhecimento dos aspectos de atividade biolégica do vegetal é requisito
essencial para a transformacao da planta medicinal no produto fitoterapico, havendo
também interesse em estudos de desenvolvimento de metodologias analiticas.

Esses métodos permitem a avaliagdo da qualidade do produto fitoterapico,
promovem a garantia da constancia da agao terapéutica, a segurancga de utilizagao,
sendo a eles atribuidas fun¢des diferenciadas.

Nesta Otica destaca-se a avaliagdo do teor de substadncia ou grupo de
substancias ativas e do perfil qualitativo dos constituintes quimicos de interesse,
presentes na matéria-prima vegetal, produtos intermediarios e produto final; por meio
de meétodos espectrofotométricos, cromatograficos, fisicos, fisico-quimicos ou
quimicos, devendo possuir especificidade, exatidao, precisdo e tempo de rotina
analitica, viabilizando-se que o mesmo possa ser utilizado em estudos de
estabilidade, permitindo, inclusive, a deteccado de produtos oriundos da degradacgéo
das substéancias ativas ou dos marcadores quimicos.

Inclui-se a avaliagédo das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos produtos

tecnologicamente transformados, em razdo de que estas caracteristicas podem
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interferir sobre o perfil biofarmacéutico do produto fitoterapico. Além disso, a
utilizacdo de métodos analiticos visando a quantificacdo de substancias ativas ou de
referéncia bem como de aspectos relativos a forma farmacéutica sdo essenciais

para a obten¢gdo da homogeneidade dos lotes de produgao.

2.2.1. Producdao e controle de qualidade de fitoterapicos

A producédo de fitoterapicos pressupde que estudos de desenvolvimento
tenham sido realizados anteriormente, estando os procedimentos e etapas de
processamento devidamente estabelecido. Cumprindo esse quesito, a obtencao de
produtos fitoterapicos, quer seja em escala oficinal, hospitalar ou industrial, requer
conhecimentos e habilidades especificas dos trés pontos do ciclo de produgcdo de
medicamentos. Tais conhecimentos e habilidades devem relacionar-se, objetivando
a producdo de produtos farmacéuticos adequados, de acordo com o0s conceitos
atuais de qualidade, que sdo o nivel de satisfacdo do produtor e usuario do
medicamento e o cumprimento de requisitos pré-fixados que conduzam a sua total
adequabilidade ao fim a que se destinam. Portanto, o conhecimento do que se
pretende fazer deve ser aliado as normas que permitam alcancgar o objetivo tragado,
para alcancar a qualidade total, (SIMOES et al,2001).

De acordo com o tipo de matéria-prima, deverao ser delineados os controles
de qualidade e tomados os cuidados de conservagao e manipulagao.

O conhecimento dos adjuvantes empregados devera abranger, em primeiro
lugar, as especificagbes adequadas de conservagao e manipulagao.

A especificagdo correta do material de embalagem primaria pressupde, por
sua vez, o completo dominio do material a ser acondicionado e da composi¢cdo dos
continentes. A sua reatividade, representada pela capacidade de absorver
substancias, de ser permeavel a gases ou vapores no sentido do ambiente ou do
interior da embalagem ou de ceder componentes para o produto, pode comprometer
a qualidade do produto final, (SIMOES et al,2001).

Na producdo de produtos fitoterapicos, grande atencdo deve ser dada no

planejamento das areas a preservagao da qualidade fisico-quimica e microbioldgica,



33

quer da matéria-prima ativa, quer dos produtos intermediarios e final, (SIMOES et
al,2001).

A validacdo dos equipamentos, aqui entendida como o conjunto das agdes
que procuram verificar o correto funcionamento dos mesmos, e a manutengao
preventiva complementam as atitudes necessarias de conformidade as boas praticas
de producéo, (SIMOES et al, 1999).

Nesta perspectiva se estabelece a montagem do Procedimento Operacional
Padrdo (POP), o qual deve fixar os parametros de operagdo a serem mantidos e
determinar as técnicas de controle de qualidade a serem executadas.

A obtencdo de formas farmacéuticas derivadas de matéria-prima vegetal
necessita de um planejamento inicial, com a finalidade de planejar o manejo da
matéria-prima vegetal e demais adjuvantes de acordo com as especificacbes dos
mesmos, além da determinagdo sequencial das acgdes de transformacgido e
monitoramento dos pontos e metodologias de controle mais apropriados, (SIMOES
et al,2001).

Normalmente o produto intermediario que inicia o processamento da forma
farmacéutica classificasse como preparagdo complexa, trata-se de um produto
oriundo da transformagdo da planta ou do farmacdégeno. Dependendo da
disponibilidade de mercado, a matéria-prima pode ser um extrato ou produto
derivado, contendo adjuvantes farmacéuticos ou n&o. Este requer uma série de
operagdes de transformacao.

A transformacdo do material vegetal para um produto tecnicamente
elaborado, que pode ser intermediario ou acabado, implica a utilizacdo de operacdes
de transformacéo tecnoldgica.

A complexidade do processo e o numero de operagdes envolvidas estdo
determinados pelo grau de transformacdo tecnoldgica requerido, que pode ser
minimo, como € o caso de pds e drogas rasuradas destinados a preparagao de
chas; ou bem maior, quando o objetivo é obter fragées purificadas ou formulas
solidas revestidas. Para cada uma das etapas do processo tecnolégico, a escolha de

uma operagcdo especifica €& determinada pelas caracteristicas fisicas e fisico-
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quimicas do produto a ser obtido, pela natureza da matéria-prima a ser transformada
e pelo volume de produgéo exigido, (SIMOES et al,2001).

A garantia de qualidade do material vegetal a ser processado é fundamental
na preparacdo de fitoterapicos, devendo considerar-se aspectos botanicos,
quimicos, farmacolégicos e de pureza. Por esse motivo, além do teor de substancia
ativa e intensidade das atividades farmacoldgica e toxicologica, outros aspectos de
qualidade a serem avaliados s&o a carga microbiana, contaminagao quimica por
metais pesados, pesticidas e outros defensivos agricolas, e presenca de matéria
estranha, como terra, areia, partes vegetais, insetos e pequenos vertebrados ou de
produtos oriundos destes (BRASIL, 2000).

2.2.2. A importancia da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica de separagao
fundamentada na distribuicdo dos componentes de uma mistura entre duas fases
imisciveis, a fase movel, liquida, e a fase estacionaria, contida em uma coluna. As
separacgdes sao alcancadas por particdo, adsorcao, troca ionica, exclusdo por
tamanho ou interagdes estereoquimicas, dependendo do tipo de fase estacionaria
utilizada. A CLAE apresenta vantagens sobre a cromatografia a gas para a analises
de combinagdes organicas. Amostras ndo volateis e termolabeis séo,
preferencialmente, analisadas por CLAE. A maioria das analises farmacéuticas esta
baseada no método de separacgao por particdo e devem ocorrer em tempo curto de
analise. Varios fatores quimicos e fisico —quimicos influenciam na separagao
cromatografica, esses dependem da natureza quimica das substancias a serem
separadas, da composicao e fluxo da fase moével, da composicédo e area superficial
da fase estacionaria, (F. Bras. IV. ED.,2000).

O equipamento utilizado consiste em um reservatério que contém a fase
movel, uma bomba com a finalidade de impelir a fase modvel pelo sistema
cromatografico, um injetor para introduzir a amostra no sistema, uma coluna
cromatografica, um detector e um dispositivo de captura de dados, como um

computador, integrador ou registrador. Além de receber e enviar informagbes para o
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detector, computadores sao utilizados para controlar todo o sistema cromatografico,
proporcionando maior operacionalidade e logistica, (F. Bras. IV. ED.,2000).

Para a maioria das analises farmacéuticas, a separacdo é alcangada por
particdo dos componentes, presentes na solugdo a ser analisada, entre as fases
movel e estacionaria. Sistemas que consistem de fases estacionarias polares e
fases moveis apolares sao definidos como cromatografia em fase normal, enquanto
o oposto, fases mdveis polares e fases estacionarias apolares, sdo denominados de
cromatografia em fase reversa. A finalidade de uma substancia pela fase
estacionaria e, consequentemente, seu tempo de retengdo na coluna, é controlado
pela polaridade da fase movel, (F. Bras. IV. ED.,2000).

As fases estacionarias utilizadas em cromatografia em fase reversa
consistem, tipicamente, de uma molécula organica quimicamente ligada a silica ou
outros suportes, como grafita porosa.

Os detectores mais frequentemente utilizados em cromatografia liquida de
alta eficiéncia sao os espectrofotométricos. Tais detectores consistem de uma célula
de fluxo localizada no término da coluna cromatografica. A radiagdo ultravioleta
passa, constantemente, pela célula de fluxo e é recebida no detector. Com o sistema
em funcionamento, as substancias sdo eluidas da coluna, passam pela célula de
fluxo e absorvem a radiagao, resultando em alteracées mensuraveis no nivel de
energia. Esses detectores podem apresentar comprimento de onda fixo, variavel ou
multiplo, (F. Bras. IV. ED.,2000).

Os detectores denominados de arranjo de diodos (DAD), sdo detectores de
comprimento de onda multiplo. Nestes, a radiacao ultravioleta é transmitida através
da célula de fluxo, absorvida pela amostra e entdo separada em seus componentes
originais, que sao detectores, individualmente, pelo detector de fotodiodos,
registrando dados de absorvancia em toda a faixa do espectro do ultravioleta e

visivel e, adicionalmente, os espectros de cada pico registrado no cromatograma.

2.3. TECNOLOGIAS DE PRODUTOS NATURAIS DE ORIGEM VEGETAL
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2.3.1. Extratos Vegetais

Os extratos vegetais sdo preparagdes farmacéuticas liquidas ou em po
produzido a partir da extracado dos principios ativos das drogas vegetais por diversas
técnicas, como a maceragao, percolagado dentre outras. Esse operagao farmacéutica
tem o objetivo de extrair e concentrar as substéncias presentes em baixas
concentragdes, desenvolver formulacdes para diversas afecgdes, aumentar o prazo
de validade e conservacédo de algumas drogas e propiciar a separacéo dos ativos
efetivamente envolvidos nos efeitos terapéuticos, retirando-se ou minimizando-se a
presenca de compostos indesejaveis, (SCHENKEL EP et al , 2002)

De acordo com a composicdo quimica da planta (particularmente a
solubilidade dos ativos presentes), utilizam-se diversos solventes, mas
principalmente misturas de agua e alcool, bem como outros solventes como acetato
de etila, acetona, etc.

A mistura da planta com esses solventes ocorre por métodos também
diversos, mas os principais sdo a maceragdo e percolagao (técnicas em que o
solvente fica em contato estatico ou dinAmico com a planta) e a turbdlise (emprego
de um equipamento tipo um liquidificador industrial, que pulveriza as partes vegetais
e lava os conteudos celulares). Ao final de tempos diversos (desde 30 minutos até
varios dias de extragcao), obtém-se o extrato liquido que pode ser o objetivo final da
extragdo, geralmente chamado tintura (concentracédo de 10 ou 20%) ou também
extrato fluido (concentragédo de 100%), (SCHENKEL EP et al , 2002)

Como as possibilidades de extragcao séo diversas, surge o problema: resultam
produtos distintos em qualidade e concentracdo de ativos, levando a diferentes
precgos finais bem como a resultados terapéuticos igualmente variaveis. Por isso faz-
se necessaria a padronizacao dos extratos, de modo a fornecer dados sobre ativos
em miligramas e dessa forma orientar-se a prescri¢cao e a utilizagao pelos pacientes,
(SCHENKEL EP et al , 2002)

As padronizagdes dos extratos sdo feitas obedecendo a critérios, como a
relacdo droga-extrato, que significa o quanto em peso foi inicialmente utilizado da
planta seca para fornecer que quantidade de extrato seco. Normalmente, uma planta

seca apos extracao e filtracao fornece um extrato liquido que, se levado a residuo
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por evaporagao, fornece uma quantidade de po (sem adicdo de excipientes) na
proporcao de cerca de 30%, havendo casos em que a variacdo vai de 5-50%
segundo a solubilidade dos ativos, (SCHENKEL EP et al , 2002)

No caso dos 30%, a relagcéo droga extrato é de 3:1 representando que foram
necessarios 3 quilos da planta seca para fornecer 1 quilo do extrato em pé; para a
planta que fornece 50% de residuo, a propor¢ao € de 2:1 e no caso da planta com
5% a proporgéao é dez vezes maior, portanto de 20:1.

Como quase sempre ocorre adigdo de excipientes com objetivos de permitir
que o processo industrial ocorra facilmente e diminuir a absor¢cdo de umidade do
ambiente pelo extrato seco, essas propor¢cdes diminuem um pouco mas sempre
representam a concentragcdo do extrato de modo geral. Cuidados precisam ser
tomados, pois ha casos absurdos no mercado de extratos 1:2, isto é, de 1 quilo de
planta obteve-se, apds extracao e filtracdo da polpa da planta, 2 quilos de extrato
seco. Isso representa quase uma “multiplicagdo dos paes” para usar uma linguagem
biblica, evidenciando um extrato no qual os ativos (geralmente na proporgao de 30%
do quilo inicial) estdo diluidos em 170% de excipiente gerando um extrato quase
‘homeopatico’ de tdo pequenas sao as concentragcdes de ativos disponiveis,
(SCHENKEL EP et al , 2002)

A outra forma de padronizacdo envolve o doseamento quimico das
substancias quimicas relacionadas aos efeitos terapéuticos, geralmente
simbolizados em uma substancia biologicamente ativa ou grupo quimico que
ocorrem na formulagcdo de maneira mais expressiva em quantidade ou poténcia
farmacologica. Essas poucas substancias sdao também chamadas de marcadores,
geralmente os proprios principios ativos ou, no caso de ndo se conhecer exatamente
qual é o ativo, a que ocorre em maior abundancia na planta, (SCHENKEL EP et al ,
2002).

Embora esta seja a técnica mais aceita atualmente e a melhor em termos de
garantia da eficacia dos produtos, ha algumas dificuldades para sua efetivagdo. Em
primeiro, por carecer de padrdes isolados e puros, comercialmente disponiveis e que
possam ser utilizados rotineiramente em controle de qualidade; e em segundo lugar,

ha varias plantas que embora conhecidas e estudadas, ainda nao receberam
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pesquisas para isolar e identificar seus ativos principais ou, por outro lado, tais
substancias isoladas nao estao disponiveis comercialmente, dificultando ou mesmo
inviabilizando o doseamento por marcador. Situam-se nesse grupo plantas como o
guaco, a espinheira-santa ou a catuaba vermelha, sendo praticados em alternativa
ao doseamento dos marcadores, os doseamentos dos grupos quimicos gerais como
taninos, flavondides ou cumarinas, (SCHENKEL EP and et al , 2002).

2.3.2. Extratos Vegetais Secos

Nas ultimas décadas, a producdo de produtos fitoterapicos tem explorado
novas possibilidades tecnolégicas para a obtencédo de extratos secos. Isso decorre
das vantagens apresentadas pelos extratos secos, quando comparados a solugdes
extrativas. A secagem € uma operagao farmacéutica usada na remogdo de um
liguido de um material por aplicagdo do calor o que se consegue por transferéncia
de um liquido a partir de uma superficie para uma fase gasosa instaurada
(LACHMAN et al, 2001).

O processo de secagem na industria farmacéutica € usado para diferentes
finalidades na producdo de medicamentos. Por exemplo, visando a obtengcdo de
granulos que podem ser dispensados nessa forma ou usados em comprimidos ou
capsulas, no processamento de materiais, na secagem por aspersdo ou ha
preparacao de extratos pulverulentos.

Na obtencdo de produtos secos utiliza-se na industria farmacéutica diversos
sistemas de tratamento dos sélidos, dentre estes comentaremos o que foi utilizado
nesta pesquisa a secagem por Spray-dryer ou atomizagdo ou nebulizagdo e o
processo de secagem por liofilizagao.

O processo de secagem por atomizagdo consiste na transformagdo de um
fluxo bombeavel (solugdo, suspensédo, pasta ou lama) em produto seco por um unico
processo de secagem (MASTERS, 1985). A vaporizagao da agua acontece a partir
da formagéo de uma corrente liquida em pequenas gotas (atomizagcéo) que entram
em contato com uma quantidade de ar quente suficiente para suprir o calor latente

de vaporizagédo. O calor fornecido para o ar de secagem pode vir da queima de
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algum combustivel ou de outras formas (KING; KIECKBUSCH; GREENWALD,1984).
O tempo de residéncia do material dentro do equipamento geralmente & curto,
normalmente de 3 a 30 segundos (DITTMAN; COOK, 1981).

Trés sao os tipos basicos de atomizadores: os bicos de pressdo (bico
atomizador), duplo fluido e o atomizador centrifugo. No atomizador de pressao, o
extrato hidroalcodlico da droga vegetal € bombeado para o bico atomizador a altas
pressbes, e € obrigado passar por um orificio de didmetro muito pequeno. As
pressdes neste tipo de bico sdo da ordem de 100 a 600 kgf/cm2. Desta maneira,
obrigatoriamente faz-se necessario o uso de bombas especiais de alta pressao e
materiais resistentes a abrasdo para construgcdo do bico. Do ponto de vista
energético, os atomizadores de presséo sdo, via de regra, os mais econémicos do
trés. Os bicos de pressao tem em geral capacidades para até 100 litros/hora, sendo
necessario a combinagdo de mais de um bico para secadores com vazdes de
alimentagdo maiores que este valor (FILKOVA et al, 1995).

No atomizador duplo fluido, ou pneumatico, a pressao necessaria para
pulverizar o extrato € geralmente menor do que usada para o sistema de bico de
pressao. Neste sistema atomizador, o material liquido é rompido pelo cisalhamento
gerado pela diferenga de velocidades entre ele e um outro fluido, geralmente o ar.
Este € o sistema com maior demanda energética dentre os trés, no entanto é
largamente utilizado devido a sua grande versatilidade, alto controle de tamanho e
uniformidade de goticulas. Um unico bico pode atingir vazdes de até 1.000
litros/hora, e podem ser usadas cabegcas com combinagdes de varios bicos
pneumaticos para vazdes maiores. Permitem ampla faixa de tamanhos de particula
para amplas faixas de vazdes, por isto sdo os mais usados em equipamentos de
laboratério (FILKOVA et al, 1995).

O atomizador centrifugo, ou disco rotativo, € basicamente um disco que gira
na extremidade de um eixo, e onde € injetado o material liquido que se acelera
radialmente, pulverizando o extrato vegetal na camara de secagem. Ha inumeras
variantes do projeto do disco que proporcionam ampla faixa de tamanhos de
goticulas. Outro fator importante no controle de tamanho é a velocidade de rotagéo
(FILKOVA et al, 1995).
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Em relagdo ao sentido de movimentagdo dos materiais no interior do Spray
dryer, os modos possiveis sdo o co-corrente, contra-corrente e misto. Estas
variantes de operacao séo explicadas a seguir:

Ciclo co-corrente: o material liquido pulverizado e o ar de secagem tém
mesmo sentido de corrente dentro do equipamento. Em geral, alimentacédo e ar
entram por cima, de maneira que ambos também saem pela parte de baixo do
secador.

Ciclo contra-corrente: o material liquido e o ar de secagem tém sentidos de
escoamento opostos dentro da camara. A alimentacao de liquido é realizada por
cima, mas a entrada do ar é feita pela parte inferior do equipamento, enquanto a
saida do produto é por baixo e a do ar por cima.

Ciclo misto: o material € atomizado em direcdo ascendente, enquanto o ar é
alimentado por cima, tendo circulagdo totalmente descendente dentro da camara.
Isto significa que o material atomizado inicia movimentagado ascendente, mas altera
seu sentido para descendente sob arraste do ar. Ambos saem do equipamento pela
parte inferior.

O secador por nebulizagao também permite sua associacao direta com outros
métodos de secagem ou pos-secagem, como a granulagéo e/ou aglomeragao. Por
instantaneizagcao, apos a secagem no Spray dryer o material € aglomerado em um
leito fluidizado.

Algumas variantes do Spray dryer utilizados na industria farmacéutica e
alimenticia sdo o Spray-Fluidizado, o qual é indicado para producdo de material
granulado dispersivel. Dependendo da aplicagdo, alguns em pd necessitam de
solubilizagdo maior e mais rapida. Este pode ser obtido num equipamento unificado
de Spray dryer e leito-fluidizado, que sado os chamados Spray-Fluidizados e o Spray
chiling ou Spray congealing este € um processo indicado na produgdo de
microcapsulas ou dispersdes solidas de substancias ativas com o emprego de
materiais lipidicos. O diluente ou material lipidico é liquefeito por aquecimento
(fusdo), misturado com o ativo e atomizado em uma camara com passagem de ar
resfriado. As goticulas de material liquefeito solidificam-se por resfriamento,

formando as microcapsulas ou dispersdes sélidas. E muito interessante para
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processamento de materiais sensiveis a presenga de agua, por sofrerem hidrélise, e
que nao apresentem sensibilidade a temperatura, (MASTERS et al, 1979).

As aplicagdes dos Spray-dryers sao vastas. Alguns exemplos sdo:

e Farmacéutica: para essa classe de produtos o processo de secagem por
Spray-dryer é particularmente interessante em virtude do tempo de contato
curto na zona quente do secador. Além disso, a pelicula de agua na gota
liquida protege os solidos ( temperatura de bulbo umido) das temperaturas
elevadas do gas. Aplicagdes: fabricacdo de antibidticos e derivados, vacinas,
vitaminas, farmacos em geral.

e Ceramica: Argilas para aplicagdes diversas e especiais.

e Quimica organica: Acidos, sais organicos, compostos nitrogenados, plasticos,
resinas, catalisadores e corantes, fertilizantes, pesticidas, inseticidas,
detergentes em geral, taninos naturais e sintéticos, etc.

¢ Quimica inorganica: Compostos de aluminio, bario, boro, cromo, cloro,
enxofre, fluor, iodo, magnésio, hidréxidos e 6xidos em geral.

e Outra operagao importante e de cunho geral € a microencapsulagao, que tem
ganhado grande destaque ultimamente nas industrias alimenticia e
farmacéutica.

Microencapsulacéao: é a inclusdo da substancia ativa em uma matriz sélida de
polimero formando uma microesfera. A microencapsulacdo tem aplicagdes em
produtos como Oleos essenciais, herbicidas, inseticidas, paraticidas, armadilhas
biolégicas, biopesticidas, farmacos, produtos alimenticios, suplementos minerais,
aromas, fragrancias, aditivos naturais entre outros. A microencapsulagéo preserva a
substancia ativa de intempéries, evita perdas nutricionais, inibe reagcdes com outros
agentes, mascara cor e sabores, aumenta a vida util na prateleira, reduz o risco de
toxidade na manipulagdo de produtos, evita a contaminagado, etc.(COUTO et al,
2000).

Outra técnica de secagem empregada pela industria farmacéutica é a
liofilizagdo que € um processo que se caracteriza pela retirada da agua do material
sem submeté-lo a altas temperaturas. No processo de liofilizagéo, o extrato vegetal é

congelado a temperaturas de -40 °C e colocado em camaras de alto vacuo. Com o
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aumento progressivo da temperatura e a manutengao da condicdo de baixissima
pressao (vacuo), atinge-se a temperatura necessaria para obter a saida da agua do
extrato vegetal por sublimacdo. Dessa forma, o extrato ndo é exposto a altas
temperaturas e consequentemente se reduz o risco de degradagdo. O produto
liofilizado, em base seca, possui caracteristicas quimicas e farmacologicas
equivalentes ao produto in natura, (SOKHANSANJ et al, 1995). Porém, em
comparagdao com o Spray dryer, a liofiizagdo tem custos de investimento e
operacional muitas vezes maior, sendo sempre recomendavel verificar a
aplicabilidade do Spray e este deve ser sempre preferido caso nao haja implicagcbes
de qualidade no produto secado. Outra vantagem do Spray frente ao liofilizador é a
produtividade, a qual € sempre muito superior na secagem por nebulizagdo
(FILKOVA, etal, 1995)

2.3.3. Secagem em Spray-dryer (ou secagem por atomizacao )

Segundo MATERS, 1991, no desenvolvimento de fitoterapicos, os extratos
secos revelam-se especial interesse para a industria farmacéutica devido a
vantagens que os mesmos oferecem, quando comparadas as formas farmacéuticas
liquidas ou semi-sélidas: maior estabilidade, maior facilidade de manipulacéo,
caracteristicas que refletem no produto final como precisdo das doses, eficacia
terapéutica e seguranca de utilizagdo. Entre as técnicas para obtencédo de extratos
secos, destaca-se a nebulizagdo, que € a secagem de liquidos, em suspensao ou
solugao por pulverizagdo em pequenas goticulas numa cdmara de secagem munida
de ar quente circulante, obtendo-se produtos pulverulentos.

No desenvolvimento tecnoldgico de fitoterapicos, entre as técnicas de
secagem de solugdes extrativas vegetais, a nebulizagdo ou Spray-drying destaca-se
pela sua versatilidade, rapidez e preservagao da qualidade original da matéria-prima
vegetal (MATERS, 1990). A importancia da nebulizacdo também esta relacionada as
caracteristicas de aplicagao apresentadas pelo produto manipulado nebulizado, tais
como a manipulagdo mais simples que a dos extratos moles, maior controle das

caracteristicas tecnologicas, maior estabilidade e uma melhor adequagao da dose
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empregada (MASTERS, 1979). Como produto intermediario, os extratos nebulizados
podem ser utilizados na preparagdo de comprimidos, capsulas, granulados,
pomadas e outras formas farmacéuticas.

Os secadores por atomizagao diferem da maioria dos secadores pelo fato de
que usam materiais fluidos, tais como solugdes, magnas e pastas finas. O fluido &
disperso como gotas finas numa corrente de gas quente onde se evaporam
rapidamente antes de atingirem a parede da camara de secagem. O produto seco,
em po fino, € transportado por uma corrente de gas caindo por gravidade num
sistema coletor. O p6 obtido por esta tecnologia é particularmente apreciado devido
a sua alta fluidez, sendo que esta propriedade pode ser atribuida a forma esférica
das particulas obtidas. (REMILI et al, 1994).

Embora o processo Spray-dryer, seja uma tecnologia cara necessita de altos
investimentos em instalacdo e operagdes, muitas sdo as razbdes pelas quais a
mesma € amplamente utilizada (WENDEL, 1998). Essas razdes incluem a produgéo
de materiais com propriedades fisicas desejadas, a capacidade de processar
diferentes tipos de matérias-primas e a flexibilidade da operacdo. Opera em
temperaturas de gas de entrada relativamente baixas com eficiéncia similar a outros
tipos de secagem direta, sendo que o produto obtido, apresenta caracteristicas
homogéneas (ISONO et al, 1995). O tempo de residéncia do material no interior da
camara de secagem é relativamente pequeno, o que torna esse equipamento
adequado para a secagem de produtos termossensiveis, como os extratos vegetais.
Esse processo € muito empregado na secagem de inumeros produtos
farmacéuticos, quimicos, alimenticios. Sua aplicacdo mas frequente é na
transformacédo de liquidos em pdés por apenas uma etapa de processamento,
(MASTERS, 1979).

Uma vantagem do processo Spray-dryer € que a secagem ocorre em
condi¢des assépticas evitando possiveis contaminagcdes durante o processamento,
podendo-se assumir que uma contaminagcdo bacteriana final procede
essencialmente da planta original ou apés o processamento, pela manipulagao

humana.
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A maioria dos equipamentos de secagem faz medidas da temperatura, vazao
de alimentagao, da vazédo e da umidade do gas de entrada. Medidas da umidade do
ar de exaustdo podem ser usadas em varios tipos de analises para predizer e
melhorar a eficiéncia do processo de secagem incluindo balangcos de massa,
balango de energia, analise higroscépicas, analises estatisticas e ou simulagado do
processo.

Segundo TIMBERS et al,(1997) medidas de umidade relativa do ar do
processo sao uma variavel significante no controle do secador. Medidas de
umidade absoluta sdo um indicador independente do processo de secagem por
que nao estao diretamente correlacionadas a temperatura, uma variavel de controle
comum. Anadlises do processo ou produto, combinado com testes paramétricos
preliminares podem fazer com que a medida da umidade do ar seja um efetivo
instrumento no controle dessa operagao.

Alguns produtos termossensiveis requerem atencao especial no projeto e
operagao do equipamento. Estudos realizados por ETZEL et al (1996) mostram que
enzimas sofrem inativagdo térmica durante o processo de secagem, problema que
pode ser minimizado pela redugado na granulometria das gotas atomizadas e pela
utilizacdo de baixos teores de soélidos na solugcdo e baixas temperaturas do ar de
saida. Esses autores investigaram a influéncia da temperatura do ar de saida nas
propriedades do p6 e o efeito da atomizacdo na atividade da enzima fosfatase
alcalina do leite.

Extratos de Amaranthus betacyanim foram secos em Spray-dryer por CAl et
al, (2000) usando uma série de maltodextrinas e amidos como adjuvantes.
Analisaram a influéncia da temperatura de ar de entrada-saida e a concentracéo de
solidos da solucdo de alimentacdo nas caracteristicas finais do produto.
Constataram que elevadas temperaturas do ar de entrada-saida causaram grande
perda de betacianina (pigmento) durante a secagem, afetando levemente a
estabilidade durante a armazenagem do produto. Por outro lado CASADEBAIG et al,
(1996) avaliaram dois adjuvantes tecnoldgicos, a goma arabica e o aerosil 200 na
preparacado de extratos secos de Fraxinus excelsior por Spray dryer, e observaram

que a presenga de adjuvantes tecnoldgicos no produto seco fez com que seu tempo
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de validade fosse aumentado. Além disso, o processo de secagem nao modificou as

substancias ativas presentes nos extratos.

2.4, APLIpA(;AO DO PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS NA INDUSTRIA
FARMACEUTICA

O planejamento experimental, também denominado delineamento
experimental, representa um conjunto de ensaios estabelecido com critérios
cientificos e estatisticos, com o objetivo de determinar a influéncia de diversas
variaveis nos resultados de um dado sistema ou processo. Esse objetivo maior pode
ser dividido em outros objetivos de acordo com o propésito dos ensaios: determinar
quais variaveis sao mais influentes nos resultados; atribuir valores as variaveis
influentes de modo a otimizar os resultados; atribuir valores as variaveis influentes
de modo a minimizar a variabilidade dos resultados e, atribuir valores as variaveis
influentes de modo a minimizar a influéncia de variaveis incontrolaveis;

A seguir, destacam-se alguns beneficios da utilizacdo das técnicas
estatisticas de planejamento experimental: redu¢do do numero de ensaios sem
prejuizo da qualidade da informacgdo; estudo simultdneo de diversas variaveis,
separando seus efeitos; determinacdo da confiabilidade dos resultados; realizagcao
da pesquisa em etapas, num processo iterativo de acréscimo de novos ensaios;
selecdo das variaveis que influem num processo com numero reduzido de ensaios;
representagdo do processo estudado através de expressdes matematicas;
elaboracéo de conclusdes a partir de resultados qualitativos.

O uso do planejamento de experimentos na industria farmacéutica, ndo € uma
ferramenta apenas para a otimizacao de resultados e a redug¢ao da variabilidade dos
processos, mas, também, para aumentar o conhecimento sobre processos criticos,
(SILVA et al, 2007).

Todos os processos que tenham impacto potencial na qualidade do produto
devem ser previamente validados. A validagdo consiste na comprovagao da
constancia dos resultados obtidos sob controle de determinadas condi¢cdes de
entrada. Para garantir a robustez dos processos analisados, a validagao precisa, por

seu turno, seguir processos sistematicamente determinados. Conforme ja
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estabelecido por ALEXANDER (2000), BOOKER (2003), WEESE (1998) e outros, se
as técnicas de planejamento e otimizacdo de experimentos sdo incorporadas nos
procedimentos de validagdo, podem gerar melhor conhecimento do processo e
propiciar a exploragao de toda sua potencialidade.

Validar processos € estabelecer evidéncias documentadas que assegurem
que um processo especifico ira consistentemente fabricar um produto de acordo com
especificacbes e caracteristicas de qualidade pré-determinadas. A estrutura do
Planejamento de Experimentos atende plenamente a estas condigdes. Basta
documentar a execucdo de todas as etapas previstas e comparar o nivel de
qualidade atingida na composicdo de parametros recomendados ao final do
experimento com aquele que se deseja alcancar. Esta comparacéo pode utilizar um
ou mais dos indicadores de qualidade conhecidos.

Qualquer processo farmacéutico que tenha no minimo dois parametros, como
temperatura, velocidade ou tempo, para os quais se possa determinar um valor
minimo e um valor maximo, assim como uma resposta igualmente mensuravel, com
limites de especificacdo determinados, é passivel de ser estudado mediante o uso
do planejamento experimental. E preciso escolher as faixas de valores dos fatores.
Em geral, se determinam dois niveis de trabalho, um correspondendo ao valor
minimo e outro ao valor maximo. E, também, freqiiente o uso de trés niveis, quando

a esses dois niveis se acrescenta um valor intermediario.
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3. JUSTIFICATIVA

Amburana cearensis silvestre (cumaru) é uma arvore amplamente utilizada
nas praticas caseiras da medicina popular nordestina e faz parte de Programas
Publicos de Fitoterapia, onde formulagdes farmacéuticas, como o xarope de cumaru,
produzido a partir da casca do caule da planta, € indicado no tratamento da asma
(MATOS, 2000; 1998). Varios estudos (LEAL et al., 1995; 1997; 2000; 2003; 2006;
CANUTO et al., 2004; 2006) tém mostrado a natureza quimica, a baixa toxicidade
bem como as atividades antinociceptiva, antiinflamatoria e relaxante muscular do
extrato hidroalcodlico (n&o padronizado) ou constituintes quimicos (cumarina,
isocampferidio e amburosidio A) do cumaru silvestre. Na avaliagao clinica (Fase |,
piloto) do xarope de cumaru ndo foram evidenciados sinais de toxicidade (SAMPAIO
et al., 2000). Atualmente, a formulagdo farmacéutica que emprega o cumaru como
matéria-prima ativa (extrato hidroalcodlico ndo padronizado) é restringida ao xarope,
que muitas vezes apresenta oscilagcoes consideradas na sua qualidade.

A produgdo de fitoterapicos envolve varias etapas tecnologicas,
inseridas num ciclo, que tem inicio na qualificagdo da matéria-prima vegetal,
passando pelas operagdes de transformacao até a forma farmacéutica final.
Durante todos os passos, os parametros de qualidade e procedimentos de
preparacdo devem ser bem definidos considerando a complexidade do
material vegetal (SONAGLIO et al., 2000). Nas ultimas décadas a producédo de
fitoterapicos tem explorado novas possibilidades tecnoldgicas para a obtencao de
extratos vegetais, como o extrato seco que possui algumas vantagens em relagao
ao extrato liquido (De PAULA, 1996, TEIXEIRA, 1996). O extrato seco é
considerado tecnologicamente viavel para fins de produgéo em larga escala, devido
a sua estabilidade quimica, fisica e microbiolégica, além da facilidade de
padronizagéo dos principios ativos (CORDEIRO,2000).

Dessa forma, no sentido de contribuirmos para a validagao do uso terapéutico
do cumaru no tratamento da asma leve a moderada, ou seja, no desenvolvimento de
um fitoterapico com garantias da qualidade, seguranca e eficacia terapéutica,

propomos a realizagao do presente projeto, que envolve a obtencéo de informagdes
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técnicas relevantes desde a preparagdo da droga vegetal ao desenvolvimento de
processos de producdo do extrato seco padronizado (CLAE-DAD), além de
avaliagdo toxicoldgica preliminar. Assim, o presente estudo certamente mostrara
possibilidades de novas tecnologias a ser empregada com sucesso na produgao de
formulagdes farmacéuticas com emprego do extrato seco padronizado do cumaru

como matéria-prima ativa.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Realizar o desenvolvimento e controle das etapas inerentes a producéo do
extrato seco de Amburana cearensis, bem como investigar seus efeitos

toxicos pré-clinicos.

4.1.1. Objetivos especificos

Desenvolver o método de preparacdo da casca do caule seco do Cumaru
(droga vegetal), monitorado através de ensaios fisico-quimicos de controle de
qualidade do cumaru.

Desenvolver o processo de producédo da solugdo extrativa, monitorado pelo
teor de marcadores (cumarina e amburosidio A) determinado por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo diodo
(CLAE-DAD).

Realizar, avaliar e selecionar o método de secagem do extrato de cumaru por
Spray dryer.

Realizar analise cromatografica (CLAE-DAD) comparativa do extrato seco, da
tintura (produto intermediario do xarope) e do xarope de cumaru.

Avaliar os efeitos téxicos do extrato seco padronizado de cumaru em

neutréfilo humano.
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5. MATERIAIS

Esse projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica e Pesquisa Animal — CEPA da

Universidade Federal do Ceara, protocolo N° 067/07, segundo os principios éticos

adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

3.
4.

Material botanico: As cascas do caule de Amburana cearensis foram
coletadas na fazenda Sao Vicente, na cidade de Quixeramobim, Ceara.
Exsitacas (n° 837 e 847) da espécie estdo registradas no Herbario Prisco

Bezerra, Departamento de Biologia, UFC.

. Animais. Os experimentos foram realizados utilizando-se camundongos

albinos (Mus musculus) variedade Swiss-Wester (25 a 30g) de ambos os
sexos provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara. Os
animais foram divididos em grupos e mantidos aproximadamente durante uma
semana na sala de tratamento em periodos de claro/escuro de 12 horas para
ambientacdo e aclimatagdo. Aos animais foram fornecidas agua e ragao ad
libitum.

Sangue humano. As amostras de sangue foram doadas pelo Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Ceara — Hemoce.

Composicéo das solugdes

Tampao HBSS (Solucéo Salina de Hanks)

Composicao Quantidade (mM) Empresa

CaCly 1,2 Reagen
MgSO, 0,4 Reagen
Na;HPO,4 0,42 Reagen
KCI 54 Reagen
Glicose 55 Reagen
NaCl 136 Reagen
Agua destilada q.s.p. 1,0L UFC

pH=7,



Tampao HBSS modificado

Composicao Quantidade (mM) Empresa
Naz;HPO4 0,42 Reagen
KCI 54 Reagen
Glicose 5,5 Reagen
NaCl 136 Reagen
Agua destilada q.s.p. 1,0L UFC

pH=7,4 ' ’

Tampao HBSS modificado concentrado

Composicéo Quantidade Empresa
NaxHPO,4 4,2 mM Reagen
KCI 54,0 mM Reagen
Glicose 55,0 mM Reagen
NaCl 1,36 M Reagen
Agua destilada q.s.p. 1,0L UFC

pH=7,0
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Tabela. 5.1 Equipamentos utilizados no desenvolvimento da pesquisa

Equipamento Marca e Nacionalidade
Sistema HPLC constituido de: 1 mddulo de

separagdo, 2996 photodiode array detector,

software empower, coluna: x terra RP18 5u, Waters, USA

250x4,6mm.
Secador mini spray-dryer Labmaq, Brasil
Estufa de secagem com circulagao de ar Lawes, Brasil
Analisador de umidade infravermelho Gehaka, Brasil
Balanca analitica Mettler-Toledo, Suica
Balanca semi-analitica Toledo, Suica
Maquina de triturar casca Trapp, Brasil
Percolador Permution, Brasil
Agitador magnético Tecnal, Brasil
Agitador mecéanico Tecnal, Brasil
Sistema de filtragcdo a vacuo Millipore, Usa
Banho ultrassénico Unique, Brasil
Termohigrometro Inconterm, Brasil
Produtest- granulometria Telastem, Brasil
Camara fotografica digital Sony, China

Tabela 5.2 Adjuvantes Farmacéuticos, Reagentes e Substancias Quimicas de
Referéncia utilizados no desenvolvimento da pesquisa

Adjuvante farmacéutico, reagente MARCA
e substancia quimica de referéncia
Metanol grau HPLC J. T. Baker, USA
Acetonitrila grau HPLC J.T Baker, USA
Trietilamina ps Merck, Alemanha
Dioxido de silicio (aerosil) Allchemistry, Brasil
Maltodextrina Allchemistry, Brasil
Amido de milho Allchemistry, Brasil
Polivinilpirrolidona - PVK-30 Allchemistry,Brasil
Celulose microcristalina Allchemistry, Brasil
Cumarina Sigma-aldrich, USA
Amburosidio A Dept® de quimica /UFC
Tetrahidrofurano grau HPLC J.T.Baker, USA
Acetonitrila grau HPLC J.T. Baker, USA
Acido fosférico PA Vetec, Brasil
Metanol grau HPLC J.T. Baker, USA
Alcool absoluto comercial Santa cruz, Brasil
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Na tabela a seguir estdo descritos em capitulos todas as etapas que foram

previstas para realizagao do presente estudo.

Tabela 6.1 Objetivos e métodos empregados no desenvolvimento, padronizagéo e
avaliagao pré-clinica do extrato seco de Amburana cearensis

Objetivo

Métodos

Desenvolver o] método de o
preparacdo e caracterizar a droga
vegetal

Desenvolver, avaliar e selecionar o
método de producdo do extrato
liquido o

Produzir, avaliar e selecionar 0
meétodo de secagem do extrato

Avaliar a toxicidade do extrato seco e

Determinacdo da perda por
dessecacgao/Determinacdo do teor
de umidade

Determinacgao cinzas totais
Analise granulométrica

indice de intumescéncia

Delineamento fatorial — modelo de
12 ordem, para estudo do processo
extrativo

Producdo e doseamento de
cumarina e amburosidio A
(marcadores) no extrato de cumaru
por CLAE-DAD

Determinacao do pH
Determinacgao do residuo seco

Determinacao da densidade

Secagem por spray-dryer

Determinagao da densidade

aparente

Determinacao da densidade de
compactacao

Determinacao do fator de Hausner
Teste hipocratico em ratos

Avaliar a citotoxicidade
neutrofilo humano

em
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5.1.1. Desenvolvimento de método de preparacdo e caracterizacdo da droga

vegetal

5.1.1.1. Secagem do material vegetal

Para cominuigdo das cascas do caule foi empregado o moinho de facas. O
processo de secagem do material vegetal realizado em estufa com e sem circulagéo
de ar sob temperatura de 35°C x 2°C, por diferentes periodos de tempo (12, 24, 48 e
48h). Nos intervalos de tempo relacionados foram coletadas amostras para
caracterizacdo: determinagao da perda por dessecagao, determinacdo do teor de
umidade, determinagdo cinzas totais, analise granulométrica e indice de

intumescéncia.

5.1.1.2. Analise granulométrica do po

A analise granulométrica foi desenvolvida segundo metodologia descrita pela
F. Bras. IV Ed. (1988). A determinagdo da granulometria da droga vegetal triturada
(100g) foi realizada com auxilio do aparelho PRODUTEST, composto por um
sistema de seis tamises com malhas de 1400, 710, 355, 250, 180 e 125 ym. Apés 20
min de agitagdo mecanica em movimentos horizontais e rotativos, foram pesadas as
pocdes de droga retidas sobre cada tamis e pesada. Essa operacéo foi realizada em
triplicata e o resultado foi expresso em porcentagem de droga retida em cada tamis.
A classificagado do pd quanto a tenuidade foi de acordo com a F. BRAS. IV (1988):

grosso, moderado grosso, semi-fino, fino e finissimo.

5.1.1.3. Determinacado de agua em drogas vegetais
Perda por Dessecacédo (F. BRAS. IV 1988) Exatamente 3,0 g da matéria-
prima vegetal seca e moida, foram transferidos para capsulas de porcelana
previamente taradas e colocadas em estufa de secagem a 105°C £ 2 °C durante 5h.
Apés resfriamento a temperatura ambiente em dessecador foi realizada a pesagem
da capsula e material vegetal. A operacao foi repetida até quando duas pesagens

sucessivas nao diferiram entre si por mais de 5 mg. As analises foram realizadas em
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triplicata e a porcentagem de agua calculada em relagdo a massa inicial da droga

utilizando-se a equagao abaixo:

TU= (Me/M)) x 100

Sendo:
TCT: Teor de umidade (%)
Mr: Massa final da amostra

M;: Massa inicial da amostra

Determinacdo de agua através de analisador de Umidade

Para a realizagdo das analises foi utilizado o analisador de umidade da marca
GEHAKA, modelo 1V2000. Neste analisador a fonte de aquecimento € uma lampada
de halogénio (400 W) e a sensibilidade da balanca € de 0,001 g. Os parametros de
analise empregados foram: a) massa das amostras: 3,00 g; b) temperatura de
analise: 105°C; c¢) término da andlise: perda menor que 1 mg em 120 e 140

segundos; e) Intervalo entre as analises: 60 min (BORGES et al., 2005).

5.1.1.4. Cinzas totais (F. BRAS. IV 2000)

Visa determinar a porcentagem de materiais inorganicos adulterantes presentes na
amostra, como areia, terra ou pedras. A droga vegetal (2,0g) pulverizada foi
pesada em balanca analitica, diretamente em cadinhos previamente calcinados,
resfriados e pesados. As amostras em ftriplicata foram distribuidas uniformemente
nos cadinhos e incineradas até eliminacéo total do carvao, inicialmente na chama e
depois em mufla a 450°C. Apds resfriamento em dessecador o residuo inorganico foi
pesado. A porcentagem de cinzas totais foi calculada utilizando-se a equacéao

abaixo.

TCT= (Me/M)) x 100

Sendo:
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TCT: Teor de cinzas totais (%)
Me: Massa final da amostra

M;: Massa inicial da amostra

5.1.1.5. Determinac&o do indice de Intumescéncia ( Farm. Bras. IV Ed. 2000)

Em uma proveta com tampa esmerilhada foi adicionado exatamente 1 g da
droga vegetal pulverizada e acrescido 25 ml de agua destilada. O sistema foi
submetido a agitagdo mecanica com o aparelho de ultrassom por 10 min, durante a
primeira hora foi realizadas as agitagcbes com intervalos de 10 minutos. Apds 3
horas de repouso a temperatura ambiente foi determinado em ftriplicata o indice de

intumescéncia de acordo com a equacao abaixo.

IT= V|: - V|

Sendo:
IT: indice de intumescéncia
VE: Volume final da droga apds adigdo de agua (mL)

V|: Volume inicial (mL)

5.1.1.6. Desenvolvimento, avaliacdo e selecdo o método de producédo

da solucéao extrativa

5.1.1.7. Processo extrativo

Para o desenvolvimento do método extrativo a partir das cascas do caule do
cumaru foi utilizado um delineamento ortogonal de 12 ordem (MONTGOMERY,
2005), para k=3 fatores (Concentragédo de Etanol, tempo de maceragao e volume de
extracdo); empregado para o ajuste de superficie de resposta de primeiro grau, no

qual o modelo de interesse € dado por:

Y =Bo+ B1X1+ PoXot B3Xz + ¢ (1)

sendo Bo,B1,B2 € Pz 0s paradmetros de primeiro grau do modelo de regress&o, ¢ um

componente aleatério e Y a variavel resposta de interesse (teor dos principios
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ativos/marcadores: cumarina e amburosidio A). A propriedade de ortogonalidade
garante uma melhor precisao na estimac¢ao dos parametros do modelo (1).

Para o ajuste do modelo (1) foi necessario a realizagdo de 9 ensaios,
provenientes de um fatorial 2 (8 pontos) acrescido de 1 repeticdo nas combinacées
centrais. Cada ensaio foi realizado em triplicata. Os fatores foram avaliados nos
seguintes niveis:

i. Concentracao etanol (°GL):
Limite inferior: 20 (-1)
Limite superior: 100 (+1)
Ponto central: 60 (0)

ii. Quanto ao tempo de maceragao (h):
Limite inferior: 24 (-1)
Limite superior: 72 (+1)
Ponto central: 48 (0)

iii. Quanto ao volume de extragao (mL):
Limite inferior: 200 (-1)
Limite superior: 600 (+1)
Ponto central: 400 (0)
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Tabela 6.2. Planejamento experimental obtido pelo delineamento fatorial 23

acrescido de 1 repeticdo na combinacdo central, para obtengcdo dos extratos de

cumaru.
Extrato | Etanol (%) Tempo de Volume de extracao
maceracao (h) (mL)

1 -1 -1 -1

2 -1 -1 +1

3 -1 +1 -1

4 +1 -1 -1

5 -1 +1 +1

6 +1 -1 +1

7 +1 +1 -1

8 +1 +1 +1

9 0 0 0

A diluicdo do etanol, quando necessario, foi realizada em agua.

5.1.1.8. Preparacdo e analise cromatografica das solugdes extrativas

Os extratos foram preparados a partir 200g de casca de cumaru de acordo
com condigdes de ensaio conforme descrito na Tabela 6.2. e Figura 6.1.

Pretende-se com o presente estudo obter um produto com um maior teor
possivel de marcadores, preferencialmente obtido num curto espaco de tempo e

baixo custo.

5.1.1.9. Determinacéo do Teor de Residuo Seco (F. BRAS. IV, 2000)

Uma amostra de aproximadamente 1,0 g foi adicionada em placa de petri
previamente tarada, e mantida em estufa a 105°C +/- 1°C até peso constante. O
peso do residuo foi calculado em relacdo ao volume do extrato. A analise foi
realizada em triplicata.

Tomou-se a precaugao para que o extrato estivesse distribuido de forma
uniforme em uma fina pelicula na placa, evitando o endurecimento superficial do

material, o0 que poderia impedir a secagem em seu interior.
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5.1.1.10. Determinacéo do pH
Para determinacdo do pH das solugbes extrativas, 10,0 mL de cada solugdo em
teste foi analisada em potencidmetro calibrado com solugdo Tampao de Fosfato e

Acetato, pH 7,0 e 4,0, respectivamente, a 25°C.

5.1.1.11. Determinacdo da Densidade (F. BRAS. IV, 2000) A densidade das
solugdes extrativas em teste foi determinada com auxilio de um picnédmetro a 25°C.

Os resultados foram expressos em g/mL e referem-se a média de trés repetigdes.

Casca de cumaru

1- Moagem

2- Determinacdo Granulométrica

\/

N4
200 g Casca po 200 g Casca po 200 g Casca po
gsp gsp gsp
alcool alcool alcool
20% 60% 100%
24 horas 72 horas 48 horas 24 horas 72 horas

Figura 6.1 Diagrama de esquematizacdo do processo extrativo da Amburana cearensis baseado
no delineamento fatorial 2° descrito na Tabela 6.2, visando estabelecer a padronizagdo das condicdes
de maceracao/percolacdo para producao do extrato hidroalcodlico oriundo da casca do caule de
cumaru apos ter sido triturada e determinada a granulometria.
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5.1.1.12. Determinacao do Teor de Cumarina e Amburosidio A por CLAE-DAD
O método analitico empregado foi o desenvolvido anteriormente por CANUTO
(2006) e recentemente revalidado pelo nosso laboratério (LEAL et al., 2007)
conforme orientagdes da ANVISA (RE-899 , 2003). Além das solugdes extrativas em
teste foram analisadas também a tintura de cumaru (produto intermediario na
formulagdo do cumaru, Laboratério A) e o xarope de cumaru (Laboratério A). Os
resultados foram expressos em mg/mL e referem-se a média de trés determinagdes.
Para a caracterizagdo da droga vegetal os resultados foram expressos em
mg/g de casca, enquanto para a solugao extrativa e extrato seco os resultados

foram expressos em mg/ml e mg/g de extrato, respectivamente.

5.1.1.13. Producdo, avaliacdo e selecdo do método de secagem do extrato de

A. cearensis por Spray dryer

Na industria farmacéutica o uso adequado de adjuvantes tecnolégicos durante
a secagem de extratos vegetais representa um importante passo para a garantia da
estabilidade e qualidade desses produtos. Isso, devido ao fato de que os adjuvantes
podem mudar e consequentemente influenciar na biodisponibilidade do(s)

principio(s) ativo(s) presentes nos extratos (SOUZA, 2000).

Inicialmente foi realizada uma avaliagao preliminar de secagem em estufa do
extrato adicionado de alguns adjuvantes comumente utilizados no processo de
secagem por Spray dryer, tais como: maltodextrina, celulose microcristalina, amido
de milho, polivinilpirrolidona (PVK-30) e dioxido de silicio. As dispersées foram
agitadas durante 15 minutos em agitador magnético (Tecnal) e transferidas para
placas de Petri de modo a formar uma fina camada sobre a superficie da mesma,
sendo, em seguida, mantidas em estufa a 60 °C por 1 hora. Os materiais secos
foram avaliados quanto ao aspecto e a aderéncia a superficie da placa. Foi
selecionado um (01) adjuvante para o estudo de secagem. Apds selegdo do

excipiente para ser incorporado.

Ao extrato de cumaru, sera investigada a sua proporgado no extrato versus o

rendimento
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Segundo Montgomery (2004) os experimentos planejados sao uma poderosa
ferramenta para melhoria de processo onde o resultado depende de diversas
varidveis ou da combinagcdo destas. O sucesso de um planejamento de
experimentos dependera em grande parte da forma com que este é estruturado e
como sera realizado, entender claramente quais sdo os objetivos de realizar um
experimento € necessario antes de qualquer agao para executa-lo.

Os métodos de planejamento experimental podem ser usados para indicar
essas variaveis influentes no processo. O planejamento experimental € uma
ferramenta de engenharia criticamente importante para melhorar um processo de
fabricacdo. Tem, também, aplicacdo extensiva no desenvolvimento de novos
processos. A aplicacdo dessas técnicas no desenvolvimento do processo pode
resultar em:

1. Produgédo melhorada

2. Variabilidade reduzida e conformidade mais préxima do nominal
3. Tempo de desenvolvimento reduzido

4. Custos totais reduzidos

O extrato alcodlico foi inicialmente concentrado a 50% em estufa de secagem
com circulagdo de ar na temperatura de 35°C/4h. Posteriormente foi adicionado o
adjuvante tecnoldgico aerosil e secagem por Spray dryer com adicao de aerosil e
agitacao constante, na Tabela 6.3.

Tabela 6.3 Delineamento experimental de secagem do extrato hidroalcodlico de
A. cearensis

Ensaio Excipiente (%)*
1 25
2 50
3 75
4 100

*Proporgao de excipiente incorporado ao extrato liquido para secagem por Spray dryer
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5.1.1.14. Procedimento de secagem do extrato de Amburana cearensis e

caracterizacao fisico-quimica.

Para estudo de secagem foi utilizado o equipamento modelo MSD 1.0
fabricado pela LABMAQ do Brasil (Figura 6.2), constituido de um sistema de
alimentacédo, aspersor do tipo rotatorio, sistema de aquecimento, camara de
secagem, duto condutor, ciclone, recipiente de coleta e ducto de exaustdo. A
alimentacdo da solugdo extrativa foi realizada de forma automatica, isto é, com
controle automatico do fluxo de alimentacédo pela bomba peristaltica, em funcéo da

temperatura de entrada e de saida do ar. A dispersao foi realizada pelo aspersor

Figura 6.2. Fotografia do MSD 1.0 (Labmaq) e seus sistemas principais: 1) Chave
geral 2) Controle do aquecimento; 3) Controle de bombeamento de liquido; 4)
Camara de secagem 5) Separador de po6 seco 6) indicador de temperatura de saida
do produto e 7) Frasco coletor do p6 seco.

Com base em ensaios preliminares as condi¢des iniciais de secagem empregadas

na produgao do extrato seco estao descritas na Tabela 6.5.
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Tabela 6.5. Condi¢des operacionais para secagem por Spray dryer

Parametros Dados experimentais*
Temperatura de saida do ar de secagem (° C) 52
Temperatura de entrada do ar de secagem (° C) 95

Fluxo de alimentagao (mL/min) 16,66

Fluxo de ar ( L/min) 40

*Resultados obtidos na etapa preliminar de padronizagéo das condigdes de secagem do extrato.

5.1.1.15 Caracterizacdo do extrato seco de Amburana cearensis

Densidade aparente
A uma proveta de 5 mL, previamente pesada, foi adicionada uma amostra de 1 g de
po. A densidade aparente constitui-se na relagdo entre o volume e a massa de pé
adicionada a proveta.

Densidade de compactacéo

Uma massa de 1 g do p6 foi adicionado a uma proveta de 5 mL. A proveta,
acoplada a um sistema de agitacao de peneiras (PRODUTEST, Brasil) foi submetida
a vibracao intermediaria (nivel 4) por 1 minuto e em agitagcdo maxima por 1 minuto
até peso constante, ou diferenca inferior a 5 mg entre duas pesagens consecutivas.
A densidade de compactacédo é dada pela relacdo entre o volume ocupado pelo pé

apds a compactacao e a massa de p6 adicionada a proveta.

Fator de Hausner
O fator de Hausner consiste no quociente entre as densidades de compactacéo e
aparente do material avaliado. Os materiais cujo fator de Hausner for inferior a 1,25

sao facilmente compressiveis.
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Determinacédo do teor de cumarina e amburosidio A no extrato seco por CLAE-
DAD. O método analitico empregado foi conforme descrito anteriormente no item
5.1.1.12

5.1. TOXICIDADE AGUDA DO EXTRATO SECO PADRONIZADO DE Amburana

cearensis.

Avaliacdo dos efeitos gerais - teste hipocratico. camundongos foram divididos
em grupos de 6 animais. Cada grupo foi submetido ao tratamento com extrato com
dose unica de 250, 500 e 1000 mg/kg, administrada por via oral num volume de 10
mL/Kg. Os demais grupos foram tratados com o veiculo de dissolugdo do extrato
(Tween 80 a 4%) (controle) ou solugado salina. Os animais foram observados 15, 30,
60, 120 minutos apds o tratamento e a cada 24 horas durante 3 dias. Dentre os
sinais investigados estao incluidos: alteragdo da motilidade, frequéncia respiratoria,
alteracdo na cor da urina, diarréia, analgesia, contorcdo abdominal, movimentos

estereotipados, catatonia, piloerecao, tremor, convulsao, sedagao e morte.

Avaliacdo da citotoxicidade. Varios ensaios in vitro podem ser empregados na
avaliacdo da potencial citotoxicidade de substancias quimicas. Esses ensaios
necessitam de pequenas quantidades de substancia teste e varios parametros
podem ser determinados desde a contagem direta de células as medidas da
integridade da membrana como através da atividade da enzima lactato
desidrogenase - LDH. A determinagéo da atividade da LDH foi mensurada segundo
orientagdes do fabricante (LABTEST).

6. ANALISE ESTATISTICA

A resposta, ou seja, as concentragdes de cumarina e de amburosidio A em
fungcdo das variaveis investigadas na producdo do extrato de cumaru foram
avaliadas e os dados ajustados ao modelo do grafico de superficie de resposta e
contorno bidimensional. Foi utilizado um delineamento ortogonal de 12 ordem. Esses
delineamentos sdo bastante flexiveis, possibilitando ao pesquisador, para um
numero determinado de fatores, escolher entre varias alternativas, a que mais Ihe

convém: dependendo do valor de a escolhido é possivel obter-se ortogonalidade. A
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ortogonalidade propicia a estimagao independente para os coeficientes do modelo.
Dependendo do numero de pontos centrais e feita uma distribuicdo conveniente, é
possivel dividir o delineamento em dois, trés ou mais blocos, ortogonalmente, sem
perder as caracteristicas atras mencionadas e também com auxilio do software
estatistico R. Os resultados obtidos no presente estudo incluindo avaliagdo pré-
clinica, foram analisados pela analise de variancia (ANOVA) pelo teste “t” de
Student. seguido pelo teste de Tukey As diferengcas foram consideradas

estatisticamente significativas quando P<0,05.

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo foi dividido em quatro partes: 1) Desenvolvimento do
método de preparagdo e caracterizacdo da droga vegetal - casca do caule de
cumaru; 2) Desenvolvimento, avaliagao e selecdo do método de produgéo do extrato
padronizado de cumaru; 3) Produgdo, avaliagao e selecdo do método de secagem
do extrato padronizado de cumaru e 4) Avaliagdo da toxicidade pré-clinica do

extrato seco padronizado de cumaru.

8.1. Desenvolvimento do método de preparacdo e caracterizacdo da droga

vegetal - casca do caule de cumaru

O desenvolvimento de um fitoterapico, assim como todo medicamento, requer
um rigoroso controle de qualidade desde o momento de seu planejamento
contemplando, também, todas as etapas de producdo, a fim de garantir a sua
seguranga farmacoldégica e eficacia terapéutica. A constituicdo quimica dos produtos
de origem vegetal, bem como as caracteristicas da matéria-prima, depende de
fatores como cultivo, época de colheita, condi¢cdes climaticas, além de fatores
tecnoldgicos relacionados ao processo empregado na transformacao da matéria-
prima vegetal in natura em uma forma farmacéutica final. Assim, é imprescindivel o
desenvolvimento de método de produgao desses produtos com rigoroso controle das
etapas envolvidas, através do estabelecimento de parametros de qualidade (LIST e
SCHMIDT, 1989; FARIAS, 2003).
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A etapa de produgao e caracterizagao da droga vegetal, definida como planta
medicinal ou suas partes, apds processos de coleta, estabilizagdo e/ou secagem,
podendo ser integra, rasurada, triturada ou pulverizada (RE 48 - ANVISA, 2004), é

um requisito necessario para a padronizagao de fitoterapicos.

Quando nos referimos a plantas oficiais, como aquelas descritas em
farmacopéias ou compéndios oficiais, existem monografias definindo critérios de
autenticidade, pureza e teor de marcadores. Contudo, quando nos referimos a
espécies vegetais nativas da regido Nordeste que sdo utilizadas pela medicina
tradicional, sdo poucas ou inexistentes monografias definindo critérios de qualidade
da matéria-prima vegetal. Nesse contexto, podemos relacionar Amburana cearensis,
espécie ja submetida anteriormente (CANUTO, 2002; CANUTO & SILVEIRA, 2006;
CANUTO, 2007) tanto a estudos quimicos, quanto toxicolégico e farmacoldgico pré-
clinico (LEAL, 1995; LEAL, 2006; LEAL et al., 2000; 2006; 2008) que suportam seu
potencial como matéria-prima para producgao de fitoterapico indicado no tratamento

da asma leve a moderada num futuro préximo.

A secagem é o tipo de tratamento mais comumente realizado com matérias-
primas vegetais, pois além de diminuir o seu teor de agua, ela facilita a sua
conservacgao considerando que porcentagens elevadas de agua facilitam a agéo de
fungos, bactérias e enzimas sobre os constituintes quimicos da planta. (OLIVEIRA et
al, 1998). A secagem da casca do caule do cumaru em estufa com circulagdo de ar
durante diferentes periodos de tempo (12 — 72 h) mostrou que a partir de 48 h o
nivel de umidade presente na droga ficou em torno de 8 % (Tabela 8.1). Assim, as
condi¢cbes de produgao para a produgdo da casca de cumaru seca (droga vegetal),
compreendeu a secagem em estufa com circulagdo de ar durante 48 h, isso
considerando que o teor de umidade encontrado nessas condi¢des esta dentro do
limite (8 a 14 %) permitido para drogas vegetais constituidas de casca (OLIVEIRA et
al, 1998; FARIAS, 2003; F. BRAS. IV, 1998). O teor de umidade da casca de cumaru
fresca determinado foi de 39,52 + 0,23%.
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Tabela 8.1- Determinagdo da umidade da droga vegetal (%) em diferentes
tempo de secagem nas estufa de secagem com e sem circulagéo de ar pelo
método gravimétrico e analisador de umidade infra-vermelho.

Tempo de secagem % de umidade estufa s/ % de umidade estufa ¢/
(horas) circulagéo de ar circulacdo de ar
12 39,3+ 0,26 (0,67) 39,4+ 0,40 (1,02)
24 11,44+ 0,13 (1,14) 11,14+ 0,10 (0,40)
48 8,82+ 0,05 (0,54) 8,23+ 0,08 (0,92)
72 8,61+ 0,10 (1,17) 46+ 0,07 (0,89)

Os valores representam a média + DP. Analises foram realizadas em triplicata.

O doseamento realizado para a avaliagdo do teor dos marcadores
Amburosideo A e Cumarina para avaliagdo da melhor condicdo de secagem da
droga vegetal, para fins de padronizagdo da secagem mostrou que a condi¢gdo de
secagem na estufa com circulagdo de ar por um periodo de 48 horas foi a ideal
tendo em vista que as concentragdes do Amburosideo A e cumarina foram

superiores em relagao as demais condigdes (Figura 8.1).
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Figura 8.1. Analise comparativa das condigdes de secagem da droga vegetal em
estufa de secagem com circulagao de ar e sem circulagao de ar com monitoramento
dos teores de marcadores (Amburosidio A (AMB A) e Cumarina (CUM)) por CLAE-
DAD.
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Avaliagdo granulométrica da droga vegetal pulverizada é um parametro
importante a ser estabelecido, pois o grau de divisdo dessa matéria-prima tem
influéncia direta sobre o processo extrativo. Quando um extrato vegetal € produzido
a partir de uma droga vegetal inteira ou dividido em fragmentos grosseiros o
processo extrativo € prejudicado devido a pobre e lenta penetragdo do solvente no
tecido vegetal. Por outro lado, a divisdo excessiva pode causar problemas como a
compactagao do po dificultando a passagem do solvente no caso da percolagao, ou
passagem das particulas mais finas para o extrato conferindo uma aparéncia turva
no caso da maceragdo. Assim, utilizacdo de poés moderadamente grosso €

recomendada para a grande maioria das drogas vegetais (SHARAPIN, 2000).

A analise granulométrica da casca seca e pulverizada do cumaru revelou que
0 po distribuiu-se predominantemente entre os tamises com abertura de malha de
2,8 a 0,355 mm (80,3 %), desses 27,7 % foi retido apenas no tamis com malha de
0,710 mm (Figura 8.2). Assim, de acordo a Farmacopéia Brasileira e
(BRANDAO,2007), a classificagdo do p6 da casca seca do cumaru esta entre grosso
e semi-fino. Essa analise foi inserida no presente estudo para melhor caracterizagao
da droga vegetal, o que facilitara a reproducao dos resultados aqui obtidos, pois a

granulometria exerce influéncia direta sobre a extragao.
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Figura 8.2 Granulometria da casca do caule de Amburana cearensis seca e
pulverizada — droga vegetal. Os resultados representam a média + DP. As analises
foram realizadas em triplicata.

As impurezas inorganicas sao, geralmente, decorrentes do processamento da
matéria-prima ou produto, e os ensaios de pureza sao associados com frequéncia
e/ou relevancia do contaminante. Entre os contaminantes inorganicos destacam-se a
agua, ions metalicos, cloretos e outros anions. Embora de modo geral, o numero de
espécies contaminantes de natureza inorganica seja bem inferior a imensa
variedade de contaminantes organicos possiveis, a frequéncia com que se fazem
determinagdes de impurezas inorganicas € até maior, como pode ser observada em
monografias da farmacopéia Americana 24 @ Ed. (USP24), Farmacopéia Portuguesa
72 Ed. E Farmacopéia Brasileira 42 Ed.(GIL, 2007).

O teor de cinzas totais determinado na matéria-prima vegetal permite a
verificagdo de material inorganico nao-volatil, como por exemplo, carbonatos,
fosfatos e metais. O teor de cinzas totais encontrado na casca do cumaru - droga

vegetal foi de 5,7 %, este resultado comparado com outras drogas vegetais como
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Hamamelis (Hamamelis virginiana L.) onde teor de cinzas encontrado foi de 9,14%
e 0o do Jambolao (Syzygium cumini L.) foi de 9,56%, o demonstra que a amostra

avaliada apresenta baixo nivel de contaminagéao inorganica (SALGADO et al, 2007).

O indice de intumescéncia determina o quanto a droga absorve do solvente
sendo, portanto, um dado util quando se deseja estimar o volume a ser utilizado na
extragdo. O indice de intumescimento obtido para a droga vegetal estudada foi de
1,0 + 0,1ml, ou seja uma massa de 10 g de droga vegetal absorve cerca de 10,1 mL
de agua. Dessa forma ndo é interessante utilizar para extragdo um volume inferior ao

volume de intumescimento, pois a recuperagao do extrato pode ser prejudicada.

8.2. Desenvolvimento, avaliacao e sele¢cdo do método de producédo do extrato

padronizado de cumaru

Segundo Prista et al. (1996) o principal objetivo que se pretende atingir ao
preparar uma solugéo extrativa € separar os principios ativos de uma droga dos que
sao inativos, e isso depende fundamentalmente da seletividade do solvente utilizado
para extrair aquele(s) constituintes quimicos de interesse presente no material
vegetal. Adicionalmente, o0s extratos vegetais representam manipulagbes
farmacéuticas tém objetivos como diminuir volume, concentrar as substancias,
reduzir as posologias, aumentar o prazo de validade e conservagcao (MARQUES,
2005).

No desenvolvimento do método de obtengcdo do extrato de cumaru a opgao de
extracdo a temperatura ambiente e o emprego dos solventes etanol e agua
deveram-se a natureza quimica dos marcadores/principios ativos (CANUTO, 2003;
2006), além disso, estudos anteriores (LEAL, 1995; LEAL et al., 2000) mostraram a
baixa toxicidade e as atividades antiinflamatoria e broncodilatadora do extrato
hidroalcoolico obtido das cascas do caule de Amburana cearensis. Com base nos
resultados obtidos nos estudos da droga vegetal, foi empregada na producéo do
extrato de cumaru, casca seca (estufa com circulagdo de 35 °C, durante 48 h) e

trituradas (particulas selecionadas, 1,7 mm < @ =210 mm)
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E comum, especialmente em indUstrias quimicas, aparecerem problemas que
€ necessario estudarem varias propriedades ao mesmo tempo e estas por sua vez,
sao afetadas por um numero de fatores experimentais. Para fazer isso com o minimo
de experimentos, tem sido empregado o planejamento fatorial completo (BARROS
NETO et al., 2003). Nesse sentido, durante o estudo de desenvolvimento de método
de produgdo da solugcdo extrativa de cumaru, matéria-prima para produgdo de
fitoterapicos, foi empregado o delineamento ortogonal de 12 ordem, pesquisando a
possivel influéncia de alguns fatores/variaveis como tempo de extragédo (24, 48 e 72
horas), volume de extragao (200, 400 e 600 mL) e percentual alcodlico ( 20, 60 e
100% ) sobre o teor de marcadores (resposta). Isso, no intuito de maximizar o teor
de marcadores no extrato, ao menor custo e tempo possiveis, e sem fugir das
especificacbes de qualidade, além da preocupagdo da seguranca e eficacia do

produto.

Nas Figuras 8.3, 8.4 e 8.5 estdo ilustrados os graficos de superficie para
resposta — teor de cumarina, em funcao do teor de etanol na solugao extratora e o
volume de extracdo, sob diferentes tempos de maceracédo - 24, 48 ou 72 horas,
respectivamente. Pode ser observado que nas trés condigdes de tempo de extracao
o teor de cumarina no extrato de cumaru apresentou um comportamento similar. Em
relacdo ao teor alcodlico, ocorreu um incremento no teor de cumarina até um ponto
correspondente a solugao extratora com teor de etanol de 60 % (volume de extragao
400mL/48 h: 0,064 + 0,0007 mg/g por casca), porém préximo a 100 % de etanol o
teor de cumarina decresceu. Entretanto, o teor de cumarina mostrou uma tendéncia

de reducdo com o aumento do volume de extracao.

Fixando os volumes de extragédo (Figuras 8.6, 8.7 e 8.8, respectivamente),
observa-se que novamente o maior teor de cumarina manteve-se em torno de uma
solugéo extratora hidroalcodlica a 60% de etanol em agua. Além disso, é possivel
observar a influéncia do tempo de extragéo:teor alcodlico (20%EtOH/24h: 0,026;
100%EtOH/72h: 0,067 mg/g casca) sobre o teor de cumarina, embora ndo tenha
sido significativa. As Figuras 8.9, 8.10, 8.11 ratifica que uma solugdo extratora em

torno de 60 % de etanol em agua produz um extrato com maior teor de cumarina, e
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que o aumento do tempo de maceracdao parece incrementar o teor de cumarina.
Assim, os resultados sugerem que o teor de etanol (EtOH 20 E 100%/24h/200ml:
0,026+0,003 e 0,068+0,002 mg/g casca) na solugao extratora e o tempo de extracéo
observado no extrato a 20% EtOH (24 e 72h/200ml:0,026+0,003 e 0,047+ 0,032
mg/g casca) tém uma influéncia positiva sobre a concentragdo de cumarina no
extrato de cumaru, por outro lado, em relagdo ao volume de extragao foi observada
uma relagao inversa (Figura 8.12). Adicionalmente € importante registrar que nao
houve diferencga significativa (p>0,05) entre a concentragdo de cumarina observado
nos extratos a 60%EtOH/48h/400ml e 100%EtOH/24h/200ml.

Nas Figuras 8.13, 8.14 e 8.15 estao ilustrados os graficos de superficie para
resposta — teor de amburosidio A, em funcéo do teor de etanol na solugcao extratora
e o0 volume de extracdo, sob maceracdo de 24, 48 ou 72 horas,
respectivamente. Pode ser observado que nas trés condi¢coes de tempo de extracéo
investigadas a concentragédo de amburosidio A no extrato cresceu com o aumento
do teor de etanol na solugcédo extratora, porém o inverso foi observado quanto ao

volume de extragao.
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Figura 8.3. Grafico de superficie de resposta do teor de cumarina em fungdo do

volume de extracao e % etanol. Tempo de maceragao de 24 horas
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Figura 8.4. Grafico de superficie de resposta do teor de cumarina em fung¢do do

volume de extragéo e % etanol. Tempo de maceragéo de 48 horas
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Avaliando o efeito do tempo de extragcdo e do teor alcoodlico sobre a
concentragdo de amburosidio A no extrato de cumaru (Figuras 8.17 e 8.18, )., foi
observada uma influéncia do tempo em relagéo ao rendimento de amburosidio A, e
em relagdo ao teor alcodlico foi confirmado que um aumento na concentragdo de
etanol no extrato promove um incremento consideravel no teor de amburosidio,
inclusive na solucéo a 20% etanol o amburosidio A n&o foi detectado, enquanto na
solugdo a 100% de etanol (volume de extragdao: 200 mL) a concentragdo de
amburosidio A no extrato obtido sob maceracédo durante 24 e 72 h foi de 0,050 %
0,0019 e 0,04422 + 0,0033 mg/g casca, respectivamente. Nao houve diferenca
significativa no teor de amburosidio A determinado nos referidos tempo de extragao.
Na solucéo a 40% de etanol em agua o teor de amburosidio A foi de 0,024 + 0,001
mg/g casca (volume de extracdo: 400 mL/ tempo: 48h). Na Figura 8.21 novamente
percebeu-se uma influéncia sutil do tempo de extragdo, enquanto o aumento do
volume de extracdo reduziu significativamente (p<0,0001) a concentragdo de
amburosidio A (100% EtOH/24h/200 e 600 mL: 0,050 + 0,0019 e 0,025 + 0,0002
mg/g casca, respectivamente). Além disso, o grafico sugere uma interagdo dessas

variaveis (tempo e volume) sobre o processo extrativo.

Assim no extrato de cumaru, quanto maior o grau alcodlico da solugao
extratora maior € a concentracdo de amburosideo A (pico: etanol 100%). Quanto ao
tempo de extracao este interfere de maneira sutil na concentragdo de amburosidio A,
enquanto o aumento do volume de extragdo promove uma redug¢ao na concentracao

do marcador (Figuras 8.19 e 8.20).

Portanto, os resultados mostraram que o aumento do volume de extragao
interfere de maneira negativa tanto na concentragdo de cumarina quanto de
amburosideo A no extrato de cumaru. Em relagdo as variaveis tempo de extracéo e
teor alcodlico, a primeira influenciou, embora n&o significativamente, na
concentragdo dos marcadores, enquanto a segunda interferiu significativamente
tanto no teor de cumarina (volume 200 mL/24 h/ 20 e 100% EtOH -: 0,026 £ 0,003 e
0,068 £ 0,002 mg/g casca, respectivamente) quanto amburosidio A (volume 200
mL/24h/ 20 e 100 % EtOH-: ndo detectado e 0,050 + 0,0019 mg/g casca,
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respectivamente). No ponto central (EtOH 40%/400 mL/48h) o teor de cumarina

(0,052 + 0,012 mg/g casca) se manteve.
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Figura 8.16. Grafico de superficie de resposta do teor de amburosidio A em fungéo do

tempo de extragao e teor alcodlico. Volume de extracédo: 200 mL
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proximo aquele obtido com solugao etandlica, enquanto o amburosidio A mostrou
um decréscimo significativo (p<0,0001) na sua concentragao (0,024 + 0,0001 mg/g
casca) (Tabela 8.4).

A analise estatistica do delineamento experimental mostrou que todas
as variaveis investigadas (volume de extragdo, tempo de maceragao e grau
alcodlico) isoladamente influenciaram significativamente o processo de
preparacdo do extrato de cumaru, quando na avaliagao do teor de cumarina
(Tabela 8.3). Contudo, em relagcdo ao amburosidio A (Tabela 8.4) das
variaveis investigadas apenas o tempo nao mostrou influéncia significativa.
Quanto a interagao das variaveis durante o processo extrativo, foi verificado
que volume e tempo de extracdo interage no processo. Assim, numa
perspectiva de aperfeicoar mais ainda o processo extrativo, poderiam ser
delineados estudos adicionais fixando o grau alcodlico de escolha para o
processo, como 100%, e realizando maiores variagdes no volume e tempo de

extracao.

Diante dos resultados obtidos o0 método de extragcao selecionado para a
producdo da solugao extrativa de cumaru a ser submetida a secagem e
avaliacao preé-clinica compreendeu: volume de extracdo 200 mL; tempo de

maceragao/percolacao: 24 h e solugao extratora: EtOH -100%).

Os ensaios aplicados na caracterizagao fisico-quimica da solucédo extrativa
foram aqueles necessarios em pesquisa tecnoldgica desta natureza, ou seja,
determinacgao de pH, residuo seco, densidade, além de determinagao dos teores dos
marcadores, cumarina e amburosidio A (Tabela 8.2). O registro original dos

cromatogramas dos marcadores e extrato selecionado estdo na Figura 8.22.

A determinagao do pH serve como parametro auxiliar para o controle de
estabilidade, fornecendo indicativos gerais sobre a natureza quimica do

conjunto de compostos presentes em solu¢do. Permite, desta forma, inferir a
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respeito de possiveis reagdes de degradacdo devido a fatores ligados a
interacdo com o meio ambiente (SONAGLIO,1987).

Tabela 8.2. Concentracbes de cumarina e amburosidio A determinadas nos extratos

de cumaru por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Extrato | Etanol Tempo | Volume Cumarina AMB
(%) (h) (mL) (mg/g casca) (mg/g casca)
1 20 24 200 0,0115 £ 0,0007 ND
2 20 24 600 0,0204 + 0,0007 ND
3 20 72 200 0,0115 +0,0020 ND
4 100 24 200 0,0274 +0,0009 1,0025+ 0,03
5 20 72 600 0,0457 + 0,0007 ND
6 100 24 600 0,0441 + 0,0007 | 1,5464 + 0,001
7 100 72 200 0,0268 + 0,0021| 0,8837 + 0,06
8 100 72 600 0,0610 + 0,011 1,6815+ 0,15
9 60 48 400 0,0519 £ 0,0005 | 0,0198 + 0,00006

Os valores das concentragdes de cumarina e amburosidio A (AMB) estdo descritos como média +

DP. As analises foram realizadas em triplicata. ND: n&o detectado.
a= CM4 vs CM1; b=AMB4 vs AMB1; c= AMB4 vs AMB9; d= CM4 vs CM6 e e=AMB4 vs AMB6.
a,b,c,d,e = p<0,05
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Tabela 8.3. Analise de variancia da concentragdao de cumarina nos extratos de cumaru
obtido sob diferentes condi¢des (variaveis: teor de etanol — EtOH em agua, tempo de
maceracgao - T e volume de extragio - V)

Variaveis Soma do Grau de F P
quadrados liberdade

EtOH 0.0049015 2 15.8071 0.0001089 *
Vv 0.0019278 1 12.4344 0.0024119*

T 0.0007741 1 4.9927 0.0383747*
EtOH:V 0.0002227 1 1.4361 0.2463149
EtOH:T 0.0001525 1 0.9837 0.3344373
V:T 0.0000175 1 0.1129 0.7407059
EtOH:V:T 0.0002263 1 1.4598 0.2426035

Tabela 8.4. Analise de variancia da concentracdo de amburosidio A nos extratos de

cumaru obtido sob diferentes condi¢cbes (variaveis: teor de etanol — EtOH em agua,

tempo de maceracgao - T e volume de extragao - V)

Variaveis Soma do Grau de F P
quadrados liberdade
EtOH 0.00047940 1 23.2931 0.0006956*
vV 0.00087040 1 42.2909 6.868e-05*
T 0.00000588 1 0.2857 0.6046715
V:T 0.00015987 1 1.7677 0.0192164 *
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Tabela 8.5. Analise comparativa da solucao extrativa etandlica de A. cearensis

Parametros EtOH 20% EtOH 60% EtOH 100%
analisados
pH 5,4+ 0,07 (1,42) 5,5+ 0,05 (0,85) 5,6 + 0,06 (1,05)
Residuo seco 1,93 + 0,05 (0,24) | 1,83+ 0,19 (1,04) 1,05+ 0,05 (0,48)
(%, m/m)

Densidade (g/ml), 1,0606+ 0,002 1,060+ 0,002 0,8838+ 0,004
25°C (0,20) (0,19) (0,46)
Amburosidio A Nao detectado 0,02450+ 0,0001 0,05010 + 0,0020

(mg/g de casca) (0,41) (3,98)
Cumarina (mg/g 0,0115 + 0,0007 0,052 £ 0,012 0,06860 + 0,0023
de casca) (0,88) (1,09) (3,33)

Os valores representam a média + desvio padrdo. CV= coeficiente de variagdo percentual.
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Pode, também, fornecer informacdes sobre a estabilidade dos compostos quimicas

presentes na solucao extrativa.

A avaliacido do residuo seco da solugao extrativa apresentou um teor baixo
de sélidos em comparagdo com outras drogas vegetais estudadas. A concentragao
de residuo solido presente na amostra possibilita fazer calculo do percentual de
adjuvantes a ser adicionado na solugéo extrativa para produ¢ado do extrato seco por
Spray dryer. A avaliagdo da densidade da solugao extrativa pode ser utilizada para
auxiliar o processo de redugao de volume para obtengao do extrato concentrado, ja
que seu valor pode ser utilizado para determinar o volume final ideal para iniciar o

processo de secagem por Spray dryer.

A analise comparativa do teor de cumarina e amburosidio A da solugao
extrativa de cumaru obtida no presente estudo, em relagdo a tintura de cumaru
(produto intermediario na produgao do xarope) e ao xarope de cumaru doados pelo
laboratério A esta descrita na Tabela 8.6. Foi observado que o teor de cumarina na
solugao extrativa de cumaru foi 4,9 e 18 vezes superior em relagéo a tintura e xarope
de cumaru, respectivamente. O amburosidio A foi detectado apenas no extrato de
cumaru. Portanto, o processo extrativo desenvolvido pelo presente estudo
apresentou vantagens em relacdo aos produtos derivados do cumaru que estdo no

mercado farmacéutico.

Tabela 8.6 Concentracdo de cumarina e amburosidio A na solugao
extrativa, tintura e xarope de cumaru determinada por CLAE-DAD

Produto Concentracao ( mg/mL)
AMB CM
Tintura - 0,55 + 0,0051
Xarope A - 0,15+ 0,0003
Extrato 2,0050+ 0,0798 2,7449 + 0,0903
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O extrato de cumaru analisado foi produzido sob as seguintes condigdes:
etanol 100%/200mL/24h de maceragao/percolagao. A tintura e o xarope de cumaru
foram cedidos pelo laboratério A. Os valores representam a média + dp. As analises

foram realizadas em triplicata.

8.3. Producédo, avaliacdo e selecdo do método de secagem do extrato

padronizado de cumaru

Foram feitos dois experimentos para selecdo do melhor adjuvante de
secagem do extrato, o primeiro foi realizado com o extrato de cumaru com teor
alcodlico de 100%, utilizando os excipientes dioxido de silicio, maltodextrina,
celulose, amido de milho e PVK-30, porém nenhum adjuvante mostrou-se ideal para
secagem, visto que todos tiveram separagao de fases e adesdo na placa de petri.
Enquanto que no segundo experimento foi adicionado 25% de agua no extrato
alcodlico 100%, sendo desta forma possivel a selegdo do melhor adjuvante de
secagem do extrato de cumaru, conforme os resultados apresentados nas figuras
8.23, 8.24, 8.25 e 8.26.

A adicédo de agua no extrato teve como objetivo aumentar a sua fluidez,
evitando o entupimento do bico do atomizador durante a secagem, e reduzir o
conteudo de alcool, prevenindo o risco de explosao.

Dentre os adjuvantes testados no ensaio na placa de petri com o extrato
hidroalcodlico de Amburana cearensis para selegdo do melhor adjuvante de
secagem, somente o extrato seco com diéxido de silicio apresentou aspecto de pé
seco, facilmente removivel da placa. O extrato seco com celulose e amido de milho
apresentaram aspectos semelhantes, isto é, p6 com separacao de fases e Uumido e
dificil remogao da placa, enquanto que o extrato seco com maltodextrina nao foi
soluvel impossibilitando a secagem e por fim o extrato seco com PVK-30 apresentou

aspecto de um filme.
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Figura 8.23 Aspecto obtido apds secagem na estufa/1h com extrato

alcoodlico e Dioxido de silicio.

Figura 8.24 Aspecto obtido apds secagem na estufa/1h com extrato

hidroalcodlico e Amido.
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Figura 8.25 Aspecto obtido apds secagem na estufa/1h com extrato

hidroalcoodlico e celulose.

Figura 8.26 Aspecto obtido apds secagem na estufa/1h com extrato

hidroalcodlico e polivinilpirrolidona (PVK-30).
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O dioxido de silicio vem sendo amplamente empregado na secagem de
produtos farmacéuticos devido a sua grande capacidade de adsorgéo, reduzindo a
aderéncia do extrato nas paredes do equipamento durante o processo. Também
permite a obtencdo de particulas esféricas e homogéneas, aumentando o
rendimento, ( RUNHA et al , 2001).

O processo de secagem executado conforme os parametro operacionais
padronizados e descritos na Tabela 8.7 , apds varias tentativas com mudancas na
concentragdo do extrato, fluxo, temperatura e a relagcdo da concentragdo do
extrato/adjuvante, demonstrado na Tabela 8.8

Durante a secagem, observou-se a aderéncia das particulas dos extratos seco
nas paredes da camara de secagem e a perda de parte das particulas em
suspensdo no ar pelo sistema de exaustdo. Esses fatores ja foram observados
também em outros trabalhos (PETROVICK et al, 1991; DE PAULA, 1998; SOUZA et
al, 2000) nos quais este mesmo método de secagem foi utilizado.

Segundo a literatura, a aderéncia as paredes pode estar relacionada aos
excipientes utilizados, as condicbes adotadas no processo ou mesmo a baixa
eficiéncia do ciclone utilizado na coleta do p6 (MASTERS, 1985; LIST e SCHIMIDT,
1979). Este parametro, relacionado ao equipamento, pode ser ajustado em escala
industrial e as perdas minimizadas. Essses parametros podem justificar os
rendimentos obtidos no processo de secagem por Spray drye observados na tabela
8.7.

Os resultados obtidos do planejamento fatorial delineado na tabela 6.3,
mostraram que devido a insolubilidade do excipiente em agua, o tempo de
incorporacdo nao é um parametro valido para avaliacdo, pois quando cessa a
agitacdo o material sedimenta independente da concentragdo do excipiente e tempo
de incorporagdo. Enquanto que a agitagdo constante do extrato com excipiente
durante a secagem mostrou-se a condi¢ao ideal de secagem, visto que o material
fica homogéneo durante todo o processo de secagem.

Em relagdo a proporgcdo de excipiente: residuo sdélido foi evidenciado que
propor¢goes maiores que 25% de excipiente sdo as ideais para otimizagdo do

processo de secagem. As proporc¢oes inferiores a esse percentual de aerosil,
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apresentaram caracteristicas fisico-quimicas nao desejaveis no processo de
secagem (adesdo do pd a camara de secagem, higroscopicidade) e diminuicdo do
rendimento da operacgao.

O extrato seco por atomizagdo da Amburana cearensis com o adjuvante
tecnoldgico dioxido de silicio, mostrou-se diferente quanto ao aspecto fisico visual e
tecnoldégico, conforme fosse alterada as propor¢gdes do adjuvante em relacdo ao
residuo solido. O extrato com adicao de 50%, de didxido de silicio apresentou
coloragao mais clara e baixo rendimento, enquanto que na proporgao 25%, 75% e
100% mostraram melhores caracteristicas fisico-quimicas e aumento do rendimento
da operagao. Estes dados sdo mostrados na Tabela 8.9 e visualizados na Fig. 8.28.
Os adjuvantes adicionados aos extratos contribuiram para manutengcdo das
caracteristicas fisicas dos extratos secos, além de influenciarem positivamente no
rendimento do processo de secagem.

O didxido de silicio adicionado aos extratos nas concentragdes, 25%, 50%, 75
e 100% proporcionaram uma boa estabilidade fisica, mantendo o aspecto de pé fino
e solto além de conferir o bom rendimento ao processo. Estes dados corroboram
com outros estudos (SOUZA, 2000). Esta estabilidade pode ser atribuida a uma
possivel microencapsulagéo das particulas do po pelo didxido de silicio (CORNEC,
1990). Os extratos com concentragdes de dioxido de silicio menor que 25%
apresentaram tendéncia a formagao de aglomerados, de coloragao enegrecida.

Portanto o diéxido de silicio na propor¢cao 1:0,5 foi a selecionada para o
estudo de otimizagdo dos parédmetros de secagem por propiciarem uma melhor
recuperacao do produto seco durante seu processamento e obtencdo de produtos
intermediarios com maior concentracdo de constituintes quimicos e com melhores
caracteristicas tecnoldgicas e uma maior resisténcia aos efeitos da higroscopicidade
a qual estavam sendo expostos. Isto poderia ser relacionado a menor retengao de
agua pelo extrato seco durante o processo de secagem, como também as
propriedades tecnolégicas do adjuvante adicionado proporcionando melhor
estabilidade do produto seco frente ao crescimento microbiano.

O rendimento dos extratos secos estdo apresentados na Tabela 8.9. e

podem ser visualizados na Figura 8.28. A analise dos dados de rendimento do
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processo de secagem dos extratos secos mostrou que existe um comportamento

diferenciado dentro do parametro de concentracdo de diéxido de silicio e residuo

SecCo.

Tabela 8.7 Condigdes Operacionais padronizada para secagem do extrato
hidroalcodlico de A. cearensis por Spray dryer

Parametros Dados Experimentais
Temperatura de saida do ar de secagem (° C) 52
Temperatura de entrada do ar de secagem (° C) 95

Fluxo de alimentagao (mL/min) 16,66

Fluxo de ar (L/min) 40

Tabela 8.8- Resultados obtidos do planejamento experimental para estudo dos
adjuvantes avaliados para a produgao do extrato seco de cumaru por Spray dryer

Concentracao do

Adjuvante

Teor de Amburosidio A
(mg/g)

Teor Cumarina (mg/g)

Dioxido de silicio 1:0,5

70,44 2,09 (2,97)

17,9810,48 (2,67)

Dioxido de silicio 1:1

59,43 + 1,2 (2,09)

14,09+1,03 (7,36)

Dioxido de silicio 1:1,5

46,38 + 2,12 (4,58)

10,11 0,64 (6,37)

Dioxido de silicio 1:2

36,15+ 0,06 (0,18)

8,81 20,31 (3,59)

X = média; s= desvio padrao; CV= coeficiente de variagao percentual.
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e da Cumarina apos

secagem por Spray dryer com adjuvante dioxido de silicio nos percentuais 25, 50, 75

e 100% em relagao ao teor de residuo sdlido.

Tabela 8.9 Rendimento da do extrato hidroalcodlico de A. cearensis pelo processo

de secagem por Spray dryer

Proporgéo Quantidade | Quantidade Quantidade Rendimento
residuo de adjuvante | de extrato | do extrato | (%)*
sélido:adjuvante | (9) hidroalcodlico | seco obtido

tecnologico (9) (9)

1:0,5 0,5016 50,0 0,2 39,87

1:1 1,0051 50,0 0,5 24,93

1:1,5 1,5027 50,0 0,8 32,00

1:2 2,0032 50,0 1,1 36,62

* Massa de extrato sexo X100 / [(massa do extrato hidroalcodlico X residuo seco / 100) +

massa de adjuvante adicionadal.
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Figura 8.28 Comparacao do rendimento obtido do Extrato seco de Cumaru por Spray

Dryer com adjuvante dioxido de silicio nos percentuais 25, 50, 75 e 100% em

relacao ao teor de residuo solido
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Figura 8.29 Aspecto macroscopico do extrato seco de A. cearensis

Na analise macroscopica foi possivel observar que o extrato seco apresenta-
se como um po fino, amarelo claro, com odor caracteristico da espécie vegetal e
com tendéncia a formar aglomerados (Figura 8.33). Em estudos adicionais pretende-
se realizar a analise microscépica do pd. Isso por ser este parametro muito
importante na etapa de desenvolvimento de formas farmacéuticas, podendo assim
onde o pesquisador pode ter uma previsao preliminar de como sera a velocidade
de dissolugao, biodisponibilidade, uniformidade de conteudo e solubilidade da forma
farmacéutica (ANSEL, et al,2000).

Tabela 8.10 Caracterizagao tecnoldgica do extrato seco por Spray dryer padronizado

Parametro analisado Dados

Densidade bruta ( g/ml) 0,1477+0,005 (0,35)
Densidade de compactagao ( g/ml) 0,2389+0,012 (0,52)
Fator de Hausner 0,0912+0,003 (0,35)

X = média; s= desvio padrao; CV= coeficiente de variagdo percentual.
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A densidade bruta é uma caracteristica que da suporte para que se possa
calcular e escolher o tipo de armazenamento, o recipiente de capacidade adequada,
o tamanho da capsula ou pun¢ao de compressao ( PRESCOTT e BERNUM, 2000).

A densidade de compactagao esta relacionada com o volume que o pé pode
adquirir em uma proveta quando submetida ao empacotamento, o qual é
diretamente influenciado pela forma e pelo tamanho das particulas.

O fator de Hausner &€ uma das caracteristicas do material que esta
diretamente relacionada aos processos de desenvolvimento e manipulacdo das
formas farmacéuticas. A habilidade de se ajustar e controlar as propriedades de
fluxo dos pds durante o processamento e formulacdo é de extrema importancia no
desenvolvimento de produtos (THALBERG; LINDHOLM, 2004).

O fator de Hausner, calculado a partir das densidades bruta e de compactagao,
esta relacionado a compressibilidade do po, sendo que, materiais com indice inferior
a 1,25 sao considerados facilmente compressiveis (WANCZINSKI et al, 2002). Como
pode ser observado na tabela 8.8, o extrato produzido com dioxido de silicio na

concentragao 25% apresentou fator de Hausner inferior a 1,25.

8.4. Toxicidade preé-clinica do extrato seco padronizado de cumaru

Na avaliagdo preliminar dos efeitos comportamentais e determinagdo da
toxicidade aguda do extrato seco padronizado de cumaru (Cumarina: 17,989 + 2,67
mg/g extrato; amburosidio A: 70,441 + 2,095 mg/g) foram utilizados camundongos
Swiss. O extrato de cumaru administrado por via oral em doses Unicas crescentes de
250, 500 e 1000 mg/Kg néo produziu alteragdes comportamentais ou alteragdes nos
padrodes fisioldgicos de evacuagéo e micgao durante todo periodo de observagao, 72
horas, em relacdo ao grupo controle. Contudo, de 33 a 50% dos animais tratados
com o extrato apresentaram diminuicdo da atividade motora, alienagao ao ambiente
e analgesia, sugerindo um possivel efeito depressor do sistema nervoso central. Nas

doses investigadas nao foram observadas mortes durante o periodo de observacgao.

Varios testes in vitro podem ser empregados na avaliagdo da potencial

citotoxicidade de substancias quimicas. Esses ensaios necessitam de pequenas
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quantidades de substancia teste e varios pardmetros podem ser determinados
desde a contagem direta de células as medidas da integridade da membrana como
através da atividade da enzima lactato desidrogenase - LDH. Na avaliagdo da
citotoxicidade do extrato seco padronizado de cumaru (1-200 pg/mL) em neutrdéfilos
isolados do sangue humano através da determinagdo da atidade da LDH, mostrou
que o produto possui um grau de citoxicidade elevando a atividade da LDH de 2 —
2,5 vezes, enquanto o controle positivo (Triton X a 1%) elevou a atividade da LDH

em 3,7 vezes (Figura 8.30).
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Figura 8.30. Avaliagdo da citotoxicidade do extrato seco padronizado de cumaru
(ESPC) em neutrdfilos isolados do sangue humano através da determinagdo da
atividade da lactato desidrogenase (LDH). Os valores representam a média + EPM. *
p<0,05 (ANOVA, Tukey)
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9. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo com a casca do caule de A.

cearensis e produtos derivados padronizados nos permitem as seguintes

conclusoes:

O método de preparacao da droga vegetal — casca do caule de cumaru seca
e pulverizada, desenvolvido permitiu o estabelecimento de parametros de
qualidade imprescindiveis e requisitados oficialmente (ANVISA, RE 48 2004),
como percentual de umidade, teor de cinzas, granulometria e teor de
marcadores.

A andlise granulométrica da droga vegetal cominuida permitiu sua
classificagdo em pd grosso a semi-fino, de acordo com a Farmacopéia
Brasileira IV (1988).

O método de secagem selecionado para produgdao da droga vegetal,
monitorado pelos parametros descritos anteriormente, compreendeu:
secagem em estufa com circulagdo de ar, duragédo: 48 h e granulometria:

moderadamente grosso — semifino.

No desenvolvimento do método extrativo com auxilio de um planejamento
fatorial, mostrou que: 1. o aumento do volume de extracdo prejudica a
concentragdo tanto de cumarina quanto de amburosidio A no extrato de
cumaru; 2. A variavel tempo de extragcdo mostrou uma influéncia sutil no
processo extrativo; 3. O teor alcodlico interferiu significativamente tanto no
teor de cumarina quanto de amburosidio A no extrato monitorados por CLAE-
DAD .

O método de producado da solucdo extrativa de cumaru compreendeu:
volume de extracdo 200 mL; tempo de maceracgéo/percolagao: 24 h e
solugéo extratora: EtOH -100%).
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No processo extrativo, considerando o teor de amburosidio A, as
variaveis volume e tempo de extracdo mostraram interagdo. Assim,
estudos adicionais fixando o grau alcodlico realizando maiores
variagdes no volume e tempo de extragdo podem ser delineados, numa
perspectiva de otimizar mais ainda o processo extrativo, como

aumentar o teor de marcadores.

Na secagem do extrato de cumaru, a etapa critica foi a selecdo do adjuvante
tecnoldgico ideal, isto €, aquele que proporcionasse uma melhor recuperagao
do produto seco, bem como maior concentracdo de marcadores além de
caracteristicas tecnolégicas adequadas. Assim, dentre o0s excipientes
investigados o didxido de silicio (Aerosi®) na concentracdo 1:0,5 foi
selecionado como excipiente para a secagem do extrato de cumaru.

Na avaliagao toxicologica preliminar in vivo do extrato seco padronizado de
cumaru, foi observada um toxicidade baixa, contudo o produto apresentou um
relativa citotoxicidade em neutréfilos humanos.

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram o desenvolvimento de
métodos de producgao, além de parametros analiticos necessarios tanto para
o controle de qualidade da droga vegetal quanto de produtos derivados de A.
cearenis (solugdo extrativa e extrato seco). Além disso, a avaliagao
toxicoldgica pré-clinica mostrou preliminarmente o grau de seguranca desse
novo produto, extrato padronizado de cumaru especial por possui um teor de
marcadores/principios ativos superiores em relacdo a outros produtos
existentes que empregam também o cumaru como matéria-prima ativa. Dessa
forma, esse trabalho possivelmente ira contribuir para o desenvolvimento num
futuro proximo de um fitoterapico segundo as orientagdes da regulamentacéo
vigente (ANVISA, RDC N° 48, de 16 de margo de 2004).
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