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RESUMO

A Pothomorphe umbellata (L.) Mig. € uma espécie da familia Piperaceae, conhecida no
Brasil como “Caapeba”, “Caapeba do Norte” ou “Pariparoba” sendo muito utilizada como
analgésico, antiinflamatério e anti-espasmaédico. De acordo com estudos cientificos, o 4-
nerolidilcatecol (4-NC) que € o principal metabdlito secundario da P. umbellata, apresenta
atividade antioxidante superior a da vitamina E. A incorporacao dos extratos de P. umbellata
(L.) Mig. em formas farmacéuticas sélidas (FFS) € uma estratégia interessante para
viabilizar seu uso como agente antioxidante de uso oral e para estabilizacdo de seu principio
ativo labil, o 4-NC. Os pellets sdo FFS de uso oral que apresentam boas propriedades de
escoamento, devido a sua forma esférica; estreita distribuicdo de tamanho, além disso, os
pellets permitem obter dispersdo uniforme das doses dos farmacos e incorporacdo de
grande quantidade de substancias ativas incompativeis em uma mesma forma farmacéutica.
O objetivo deste trabalho foi obter um extrato de P. umbellata, desenvolver e caracterizar
uma forma farmacéutica soélida multiparticulada e avaliar a estabilidade do 4-NC nas
formulagbes desenvolvidas. As raizes de P. umbellata foram submetidas as analises de
umidade residual, de determinacdo do indice de intumescéncia, de teor de cinzas totais e
determinagdo granulométrica. A identificagdo de constituintes da amostra vegetal foi
realizada por cromatografia de camada delgada (CCD). A obtencao do extrato hidroalcodlico
foi realizada por percolagdo. A quantificacdo de 4-NC foi determinada por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) UV-Vis. O método analitico foi validado segundo a
Resolucdo RE n° 899 da ANVISA. A determinagdo da atividade antioxidante do 4-NC
isolado e do percolado foi avaliada utilizando-se espectrofotdmetro UV-Vis através da
técnica que avalia a atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila,
(DPPHe). Os pellets foram produzidos pela técnica de extrusao/esferonizacao utilizando-se
liquido de granulagéo constituido pelo percolado, didxido de silicio coloidal e polissorbato
80. Os excipientes utilizados foram celulose microcristalina, lactose e
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC). A secagem dos pellets foi feita em estufa e o
revestimento em leito fluidizado. HPMC, povidona e copolimero - composto de
polivinilalcool:polietilenoglicol (75:25) - foram os polimeros testados no revestimento. O
estudo da fotoestabilidade acelerada foi realizado segundo as normas descritas pelo
International Conference on Harmonisation (ICH), avaliando-se a degradag¢édo do ativo em
solucdo, na solucdo extrativa (percolado) e na forma farmacéutica solida (pellets néo
revestidos e revestidos). Os pellets foram caracterizados através da distribuicdo de
tamanho, morfologia e friabilidade. A morfologia externa dos pellets foi avaliada através de
estereomicroscopio e a espessura do revestimento foi verificada por microscopia eletrénica
de varredura (MEV). O teor de umidade da droga vegetal foi de 6,33% = 0,305, o teor de
cinzas totais foi de 8,25% + 0,61 o indice de intumescéncia de 3,30mL + 0,87 e o tamanho
médio do po foi de 170,26 um. O método analitico para o 4-NC foi linear na faixa de 10 a
200 pg/mL. Os limites de quantificacdo (LQ) e de detecc¢éo (LD) calculados foram de 1,42 e
0,42pg/mL. A precisdo apresentou desvio padrdo relativo (DPR) menor que 5,0%. A
percolagéo foi um processo eficiente na extracdo do 4-NC. A producédo dos pellets a partir
da técnica de extrusao/esferonizacéo foi satisfatéria apresentando um produto de tamanho
uniforme em média de 1000 ym. No estudo da atividade antioxidante, o valor da
concentracdo efetiva (CEsy) encontrada para o 4-NC isolado e o presente no percolado foi
cerca de duas vezes mais potente que a vitamina E. No estudo de fotoestabilidade do 4-NC
presente nos pellets revestidos, o copolimero utilizado no revestimento foi o que ofereceu
maior protecdo do 4-NC contra a fotodegradacéo. Considerando a inviabilidade de obtencéo
de formas farmacéuticas sélidas com o ativo puro, conclui-se que o uso do extrato contendo
0 4-NC é considerado mais vantajoso uma vez que a tecnologia farmacéutica pode melhorar
a estabilidade do ativo contra a degradacéo.

Palavras chave: Pothomorphe umbellata. 4-nerolidicatecol. Fotoestabilidade. Pellets
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ABSTRACT

Pothomorphe umbellata (L.) Mig. Piperaceae is known in Brazil as "caapeba", "caapeba
North" or "Pariparoba” being widely used as an analgesic, anti-inflammatory and anti-
spasmodic. According to scientific studies, 4-nerolidylcatechol (4-CN) is the main secondary
metabolite of P. umbellata, has antioxidant activity greater than that of vitamin E. The
incorporation of the extracts of P. umbellata (L.) Mig. in solid dosage forms is an interesting
strategy to enable its use as an oral antioxidant and stabilizing its active labile 4-NC. Pellets
are oral dosage forms which have good flow properties due to their spherical shape, narrow
size distribution, in addition, the pellets allow to obtain uniform dispersion of doses of drug
and incorporation of large amounts of active substances incompatible in the same
pharmaceutical form. The objective of this study was to obtain an extract of P. umbellata,
develop and characterize a multi-particulate solid dosage form and evaluate the stability of
the developed formulations containing 4-NC. The roots of the plant material of P. umbellata
was subjected to analysis of content, residual moisture, determination of swelling index, total
ash content and granulometric determination. The identification of plant constituents of the
sample was made by thin layer chromatography (TLC). Obtaining the hydroalcoholic extract
was made by percolation. Quantitation of 4-NC was performed by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC-UV-Vis). The analytical method was validated for the parameters
required in Resolution N°. 899, ANVISA. The determination of antioxidant activity of the
isolated 4-NC and the percolated was evaluated using UV-Vis spectrophotometer using a
technique that measures the activity of scavenging free radical 2,2-diphenyl-1-picril-hydrazyl
(DPPH +). The pellets were produced by extrusion technique / spheronisation using
granulation liquid consisting of the percolated, colloidal silicon dioxide and polysorbate 80.
The excipients were microcrystalline cellulose, lactose and hydroxypropyl methylcellulose
(HPMC). The drying of the pellets was done in an oven and fluidized bed coating. HPMC,
povidone and copolymer (polyvinyl alcohol polyethylene glycol graft copolymer) were tested
in the polymer coating. Accelerated photostability study was performed according to
standards described by the ICH International Conference on Harmonisation evaluating 4-NC
degradation in the extraction solution (percolated) and the solid dosage form (uncoated and
coated pellets). The pellets were characterized by size distribution, morphology and friability.
The external morphology of the pellets was evaluated through a stereomicroscope and the
thickness of the coating was observed by Scanning Electron Microscopy (SEM). The result
obtained for the moisture content was 6.33 + 0.305% for total ash content: 8.25% + 0.61 and
swelling index of 3.30 + 0.87mL and an average particle size of the powder was 170.26um.
The analytical method for 4-NC was linear in the range 10 to 200ug/mL. LQ and LD were
calculated 1.42 and 0.42 pg/mL. The accuracy showed less than 5.0% relative standard
deviation (RSD). The percolation process was efficient in the extraction of 4-NC. The
production of pellets from the extrusion technique/spheronisation was presenting a
satisfactory product was uniform with an average size of 1000 um. In the study of antioxidant
activity, the effective concentration (ECso) value found for the isolated 4-NC and present in
the percolated was about two times more potent than vitamin E. In the study of photostability
of 4-NC present in the coated pellets, the copolymer coating was used in which offered more
protection to the active 4-NC against photodegradation. Given the impossibility of obtaining
solid dosage forms with pure active, the use of the extract containing the 4-NC is considered
more advantageous since the pharmaceutical technology can improve the stability of the
asset against degradation.

Keywords: Pothomorphe umbellata. 4-nerolidylcatechol. Photostability. Pellets.



1 INTRODUCAO

As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande
namero de farmacos (WALL e WANI, 1996). Apesar do aumento de estudos nessa
area, os dados disponiveis revelam que apenas 15 a 17% das plantas foram
estudadas quanto ao seu potencial medicinal (SOEJARTO, 1996).

Um significante niamero de terapias sao derivadas ou inspiradas em produtos
naturais. Este fato tem contribuido para o desenvolvimento de novos farmacos
(NEWMAN et al.,, 2003; BALUNAS e KINGHORN, 2005; TAN et al., 2006;
GORDALIZA, 2007). A diversidade de espécies encontradas na flora nativa brasileira
faz com que as plantas sejam uma fonte potencialmente rica em agentes ativos
terapéuticos (BROHEM et al., 2009).

Dentre as plantas que apresentam interesse terapéutico destaca-se o género
Pothomorphe, da familia Piperaceae. Pothomorphe umbellate (L.) Mig. € uma planta
nativa da Mata Atlantica tendo o 4-NC (C,;H300,) como o metabdlito secundario
mais abundante das raizes desta espécie apresentando aspecto oleoso e coloracao
amarelo ouro (KIJJOA et al., 1980).

Farmacologicamente, o extrato bruto desta espécie tem sido utilizado na
medicina popular para o tratamento de varias enfermidades, como colagogo e
colerético (PECKOLT, 1929); atividades antimalaricas (AMORIM et al. 1988);
analgésica (BIOKA e ABENA, 1990; PERAZZO et al.,, 2005), antiinflamatoria
(BARROS, 2005; PERAZZO et al.,2005), entre outras.

Considerando o grande uso popular da Pothomorphe umbellate (L.) Miq e os
estudos indicando o seu potencial antioxidante, justifica-se o desenvolvimento de
uma forma farmacéutica solida oral (FFSO) que ofereca padronizacdo na
concentracdo e protecdo contra a degradacdo do ativo. Trabalhos cientificos
demonstram que o 4-NC apresenta instabilidade quimica (CARDOSO, 2008; SILVA
et al., 2005) assim, a realizacdo de estudos de fotoestabilidade é também relevante
para o desenvolvimento de formas farmacéuticas contendo esta substancia.

Diante deste contexto, a farmacotécnica pode ser usada como uma
ferramenta importante na obtencdo de formas farmacéuticas (FF) que possam
proteger o ativo de determinadas condi¢bes que provocam degradacdo. Além de

protecao, tecnologias podem ser empregadas para promover a liberacdo gradual ou



imediata de um farmaco veiculado em uma FFSO seja em sistemas monoliticos ou
multiparticulados. A granulagdo, o revestimento em leito fluidizado, a
extrusdo/esferonizacdo e a compressado sao processos utilizados na obtencédo de
subunidades dos sistemas multiparticulados (PEZZIN et al., 2007).

Boas propriedades de escoamento, devido a forma esférica (KANBE et al.,
2007); estreita distribuicdo de tamanho e dispersao uniforme das doses dos
farmacos (MURRAY et al, 2007) e a permissdo de incorporagdo de grande
guantidade de substancia ativa e de substancias bioativas incompativeis em uma
mesma forma farmacéutica (IOSIO et al., 2008) sédo algumas vantagens alcancadas
com o uso de pellets.

No presente trabalho, foram preparados sistemas multiparticulados contendo
extrato de Pothomorphe umbellate no intuito de proteger o 4-NC contra a
fotodegradacdo. As preparacdes dos pellets foram realizadas pelas técnicas de

extrusdo/esferonizagéo com revestimento em leito fluidizado.



2 REVISAO DA LITERATURA

As espécies medicinais sdo uma fonte de novas substancias ativas de
interesse farmacéutico e cosmético, desde que sejam feitos estudos quanto aos
seus aspectos botanicos, quimicos, farmacolégicos, toxicolégicos e de controle de
qualidade podendo garantir desta forma eficacia e seguranca no uso do produto final
(Di STASI, 2002).

Apesar de muitos produtos naturais terem se tornado ferramentas no
desenvolvimento de farmacos, eles ainda necessitam ser caracterizados através de

estudos quimicos e farmacolégicos (BROHEM et al., 2009).

2.1 FAMILIA PIPERACEAE Link

A familia Piperaceae Link é formada por cerca de 10 géneros e um numero
incerto de espécies, com uma estimativa entre 1400 a mais de 2000, sendo a
maioria pertencente aos dois principais géneros: Piper L. e Peperomia Ruiz et
Pavon, distribuidos principalmente nas regides tropicais do mundo (CRONQUIST,
1981; FREITAS, 1999; GREIG, 2004).

Souza e Lorenzi (2005) e Greig (2004) relatam que esta familia € muito
comum nas formacdes florestais brasileiras principalmente na Mata Atlantica, onde 3
géneros nativos sdo encontrados: Piper; Peperomia e Sarcochachis. Segundo estes
autores, 0 género Piper engloba atualmente os antigos géneros Ottonia e
Pothomorphe. Apesar desta observacdo, o termo Pothomorphe ainda é muito
utilizado em trabalhos cientificos.

No continente sul-americano, e mais especificamente o Brasil, varias espécies
da familia tém sido usadas na medicina, estando incluidas na primeira edicdo da
Farmacopéia Brasileira (SILVA, 1926): Piper angustifolium Ruiz et Pavon, de nome
vulgar matico ou erva de soldado tendo como partes usadas as folhas. Séo
indicadas como hemostatico, adstringente nas hemoptises e tratamento das
diarréias e externamente utilizado nas feridas hemorragicas, Ulceras e leucorréias
(COIMBRA, 1958). De igual forma estdo descritos os frutos de Piper cubeba L. de

uso como estimulante estomacal, como balsamico e expectorante nas afeccdes



catarrais das vias respiratorias e anti-séptico das vias respiratérias e Heckeria
umbellata (L.) Kunth. (SILVA, 1929).

Sob o ponto de vista quimico, a familia Piperaceae Link € citada pela
presenca de ésteres e éteres fendlicos, alcaldides pirrolidinicos, oleos volateis e
lignanas (GIBBS, 1974; RICE-EVANS, 1996). O mais pesquisado € o género Piper
L. tendo sido isoladas vérias substancias pertencentes a algum dos grandes grupos
como alcaldides, principalmente os amidicos (pirrolidinicos e piperidinicos), lignanas,
flavondides, lactonas (kava-lactonas), butendlidos e ciclohexano-epoxidos (CALLE-
ALVAREZ, 1983; BURKE e NAIR, 1986; SENGUPTA e RAY, 1987; FREITAS, 1999).

2.2 GENERO Pothomorphe

Segundo Sponchiado-Junior (2006), a primeira citacdo ao Género
Pothomorphe no Brasil foi feita em um manuscrito de 600 paginas escrito por um
padre portugués cujo nome permanece desconhecido.

Silva (1926) incluiu Pothomorphe umbellata na Farmacopéia dos Estados
Unidos do Brasil, sob a sinonimia de Heckeria umbellata, oficializando para esta
espécie 0 nome pariparoba.

O género Pothomorphe é constituido de um nimero pequeno de espécies.
Alguns autores acreditam que o numero de espécies ndo ultrapasse duas dezenas
(YUNKER, 1972; YUNKER, 1973, BHATTACHARYYA e JOHRI, 1998). No Brasil
ocorrem duas espécies: Pothomorphe umbellata (Figura 1) e Pothomorphe peltata
(Figura 2).

Figura 1: Pothomorphe umbellata (L.) Mig. (Fonte: medicinadasplantas.blogspot.com)


http://www.google.com/search?hl=pt-BR&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Bharati+Bhattacharyya%22
http://database.prota.org/dbtw-wpd/protabase/Photfile Images/Piper umbellatum P. Tenorio Lezama Mexico inflorescences.jpg

Figura 2: Pothomorphe peltata (L.) Mig. (Fonte: medicinadasplantas.blogspot.com)

2.3 ESPECIE Pothomorphe umbellata (L.) Mig.

A espécie Pothomorphe umbellate € conhecida popularmente como catajé,
capeua, caena, atajé, caapeva, aguaxima, caapeba verdadeira, caapeba, caa-peba,
caa-peud, capeba ou pariparoba. Em determinadas regides do Pais, a planta
também é conhecida como malvarisco e caapeba-do-norte (LE CONTE, 1934; Di
STASI, 2002; PANIZZA, 1997, MORAES, 1986).

2.3.1 Atividade de Pothomorphe umbellate de acordo com dados da medicina
popular e tradicional

A Farmacopéia Brasileira em sua primeira edi¢cdo oficializou o uso da
pariparoba no Brasil registrando como droga as raizes secas do vegetal (MORAES,
1986).

Lima, citado por Riedel (1941), afirma que a pariparoba é um estimulante da
secrec¢do biliar e diurética. Peckolt (1929) diz que as diversas partes do vegetal tém
a propriedade de fluidificar a bile facilitando o seu escoamento, atribuindo também
propriedades colagogas e coleréticas.

A infusdo das folhas da Pothomorphe umbellate tem sido utilizada
popularmente no alivio de dores musculares, enquanto que o uso interno (via oral)

de um macerado das folhas em &agua tem sido usado para tratar disturbios



hepaticos, uso também atribuidos a infusdo das raizes da planta (Di STASI et al.,
2002; BARROS et al., 1996).

A decoccao das folhas ou raizes é usada para aliviar a ictericia, malaria,
problemas urinarios e renais, sifilis e gonorréia, leucorréia, problemas menstruais e
dores de estbmago, também tem sido aplicado em feridas e tumores. A decoccao da
raiz é usada como um poderoso digestivo e para tratamento de constipacgéo,
dispepsia e dores de estdbmago (DOMIS e OYEN, 2010; disponivel em:

http://database.prota.org/search.htm; acesso em dez., 2010).

Otero e colaboradores (2000) em estudos de etnobotanica com comunidades
rurais da Colémbia,citaram Pothomorphe umbellate como uma das 101 espécies de
ervas medicinais utilizadas por curandeiros locais no tratamento de picadas de
cobras, especialmente envenenamentos por Bothrops, Pothidium e Bothriechis.

Sacoman e colaboradores (2008) avaliaram a atividade antitumoral e a
citotoxicidade de extratos obtidos de Pothomorphe umbellate . Eles verificaram que a
inibicdo da topoisomerase | pode ser atribuida ao 4-NC colaborando com a atividade
antitumoral observada em ensaios in vivo.

Vérios estudos tém apresentado diferentes atividades biolégicas dos extratos
brutos obtidos de Pothomorphe umbellate . O Quadro a seguir apresenta um resumo

de atividades bioldgicas encontradas na literatura.


http://database.prota.org/search.htm
http://database.prota.org/search.htm

Atividade bioldgica

Referéncias

Atividade analgésica e antiinflamatéria

BARROS, 2005;

BIOKA e ABENA, 1990;
DESMARCHELIER et al.,2000;
FASCINELI et al., 1999;
PERAZZO et al. 2005;

Atividade antimicrobiana

FONSECA, 1939;

FREISE, 1933;

ISOBE et al., 2002;
MONGELLI et al., 1995;
NORIEGA et al., 2008;
PECKOLT, 1929;

RIEDEL, 1941;
SPONCHIADO-JUNIOR, 2006.

Acgdo contra larvas de Aedes aegypti

MONGELLI et al., 2002;
MONGELLI et al.,1995.

Atividade antimalarica

ANDRADE-NETO et al., 2007;
AMORIM et al. 1988;
PINTO et al., 2009.

Atividade fotoprotetora e antioxidante

BARROS et al., 1996;
DESMARCHELIER et al.,1997a;
DESMARCHELIER et al.1997b;
ROPKE et al., 2003.

Potencial contra o envelhecimento

ROPKE et al., 2003(a).

Atividade antitumoral

MONGELLI et al. 1999.

Atividade anti-HIV

GUSTAFSON et al. 1992 .

Atividade antifiingica

PILLA, 2005;
ROPKE et al., 2006;
TABOPDA et al., 2008.

Quadro 1: Principais atividades biolégicas do extrato de Pothomorphe umbellate tendo o 4-
NC como o metabdlito secundario mais abundante.



2.3.2 Constituintes quimicos

De maneira geral, sabe-se que os membros da familia Piperaceae s&o ricos
em substancias tais como fendis, ésteres fendlicos, terpendides e éteres (GIBBS,
1974; CALLE-ALVAREZ, 1983). Pelo o que tem sido apresentado, as plantas do
género Pothomorphe produzem lignanas, neolignanas, flavondides e alcaldides
(KIJJOA et al., 1980; RORIG e VAN POSER, 1997). Investiga¢bes fitoquimicas
evidenciaram a presenca de 4-nerolidilcatecol nas raizes e folhas de Pothomorphe
umbellate e ainda o acumulo de sesamina em folhas da planta adulta (BARROS et
al., 1996).

Bergamo (2003) realizou o estudo fitoquimico das folhas de Pothomorphe
umbellate através de trés fracdes do extrato bruto: hexanica, metandlica e acetato
de etila que resultou no isolamento de onze substancias, entre as quais duas
amidas, cinco flavonas, duas lignanas, um fenilpropanéide, além do 4-

nerolidilcatecol. Em particular, na fracdo acetato de etila foram isoladas trés

substancias de carater acido.

14° 13 12

Figura 3: Estrutura quimica do 4-nerolidilcatecol nome IUPAC: (2E)-1-(3,4-
dihydroxyphenyl)-3,7-dimethylocta-2,6-dien-1-olate

2.4 OBTENCAO DE EXTRATOS VEGETAIS

Os extratos vegetais podem ser fluidos, moles, secos (Farm. Brasil. 5° Ed.
2010). Os extratos liquidos séo obtidos a partir de matérias-primas vegetais com o
objetivo de retirar, com maior ou menor especificidade, determinados componentes.
As solucdes extrativas podem ser preparadas em meio aquoso, hidroalcodlico,
hidropoliglicélico ou oleosos (SCHILCHER, 1997).



As operacOes de extragcdo podem ser classificadas como: operacdes de
extragdo parcial (extragcdo sem esgotamento) e operacbes de extragcdo exaustiva,
que permitem o esgotamento da matéria-prima. A maceracdo e suas variaveis,
assim como a turbo-extracdo, pertencem ao primeiro grupo, enquanto que a
percolacdo, a extracdo contra-corrente, extracdo em carrossel e a extragdo com
gases supercriticos pertencem ao segundo grupo (SONAGLIO et al., 2004).

Os fatores que interferem na extracdo sdo: as caracteristicas do material
vegetal, o seu grau de divisdo, 0 meio extrator (solvente) e a metodologia. O grau de
divisdo do material influencia diretamente a eficiéncia da extracdo. As raizes e os
caules sao tecidos extraordinariamente compactados (xilema), ao passo que as
folhas e flores apresentam com textura mais delicada. Assim, para haver penetracéo
dos solventes é necessario considerar que quanto mais rigido for o material menor
deve ser sua granulometria (FALKENBERG et al., 2004).

O conhecimento do grau de polaridade do grupo de substancias que se
deseja referencialmente extrair determina o solvente ou mistura solvente que mais
se aproxima do 6timo de seletividade para aquela extracdo. Praticamente todos os
constituintes de interesse para a analise fitoquimicas apresentam alguma
solubilidade em misturas etandlicas ou metandlicas a 80%. Além disto, os solventes
devem ser escolhidos considerado-se a toxicidade e/ou 0s riscos que 0 seu
manuseio representa, a estabilidade das substancias extraidas, a disponibilidade e o
custo (FALKENBERG et al., 2004).

O tempo de extracdo depende de fenémenos de difusédo do solvente; da
agitacdo (que pode abreviar a duragcdo de um processo extrativo); da rigidez do
material vegetal quanto do seu estado de divisdo; da natureza das substancias a
extrair e da temperatura. Esta Gltima, quando aumentada pode facilitar a solubilidade
de qualquer substancia, entretanto, o calor nem sempre pode ser empregado, ja que
muitas substancias sdo instaveis em altas temperaturas (FALKENBERG et al.,
2004).

O Quadro 2 apresenta os principais métodos de extragdo sélido/liquido:
extracbes a frio e a quente além das diferencas e vantagens. Ja a Figura 4
apresenta as principais etapas para obtencdo de extratos vegetais e classificacao
das extracdes solido-liquido.



EXTRACOES A FRIO

Turbolizacéo

Maceracédo

Percolacao

A extracao ocorre
concomitantemente com a
reducdo do tamanho de
particula, resultado da
aplicacdo de elevadas forcas
de cisalhamento favorecendo
rapida dissolucao das
substancias. Os tempos de
extragdo ocorrem na ordem
de minutos com quase
esgotamento da droga. Em
laboratério, para pequenas

E realizada em
fechado, em diversas
temperaturas, durante um
periodo prolongado (horas ou
dias), sob agitagdo ocasional
e sem renovacado do liquido
extrator. N&o conduz ao
esgotamento da matéria-
prima vegetal, seja devido a
saturacao do liquido extrator
ou ao estabelecimento de um
equilibrio difusional entre o
meio extrator e o interior da

recipiente

E uma extracdo exaustiva
das substancias ativas. A
droga vegetal moida €
colocada em um recipiente
conico ou cilindrico
(percolador), de vidro ou de
metal, através do qual é feito
passar o liquido extrator. O
produto obtido denomina-se
percolado.

quantidades, pode-se realizar
O processo com  um
liquidificador,  atentando-se
para a estabilidade da
solucao extrativa.

célula.

EXTRACOES A QUENTE EM SISTEMAS ABERTOS

Infusao

Decoccéo

A extracdo se da pela permanéncia, durante
certo tempo, do material vegetal em agua
fervente, num recipiente tapado. A infuséo é
aplicavel a partes vegetais de estrutura mole,
as quais devem ser contundidas, cortadas, ou
pulverizadas grosseiramente, conforme a sua
natureza, a fim de que possam ser mais
facilmente penetradas e extraidas pela 4gua.

Consiste em manter o material vegetal em
contato, durante certo tempo, com um
solvente (normalmente agua) em ebulicdo. E
uma técnica de emprego restrito, pois muitas
substancias ativas sdo alternadas por um
aquecimento prolongado e costuma-se
emprega-la com materiais vegetais duros e
de natureza lenhosa.

EXTRACOES A QUENTE EM SISTEMAS FECHADOS

Extracdo sob refluxo

Extrac8o em aparelho de soxhlet

Consiste em submeter o material vegetal a
extracdo com um solvente em ebulicdo, em
um aparelho dotado de um recipiente, onde
serd colocado o material e o solvente,
acoplado a um condensador, de forma que o
solvente evaporado durante o processo seja
recuperado e retorne ao conjunto. A
desvantagem esti relacionada quando
existem substancias termolébeis.

E utilizada para extrair sélidos com solventes
volateis, exigindo o emprego do aparelho de
soxhlet. Em cada ciclo da operagdo, o
material vegetal entra em contato com o
solvente renovado; assim, 0 processamento
possibilita uma extracdo altamente eficiente,
empregando uma quantidade reduzida de
solvente.
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Quadro 2: Principais caracteristicas dos tipos de extracdes a frio e a quente. (Adaptado de:

FALKENBERG et al., 2004).
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Digestao
Coleta Turbolizagdo
Maceragao
maceracdo dindmica
p 50d terial Extragdo a frio
repara¢do do materia Remaceragdo
vegetal
percolagdo
Simples
— : infusdo Fracionada
. g xtragdo a quente
Extracdo solido- ¢ . g
. em sistemas
liquido
abertos
decocgdo
Anélise fitoquimica Extracdo a quente Extracdo sob refluxo
preliminar em sistemas
fechados

Extragdo em
aparelho de Soxhlet

Fracionamento/
isolamento/purificacdo

Elucidagdo estrutural

Figura 4. Etapas para obtengéo de extratos vegetais e classificacdo das extragfes solido-
liquido.

As drogas vegetais mais indicadas para serem extraidas por maceracdo sao
aguelas ricas em substancias ativas que ndo apresentam uma estrutura celular,
como gomas, resinas e alginatos. Na preparagao de tinturas-maes em homeopatia
ou de tinturas oficinais, os liquidos extratores preferidos sdo o etanol e as solugbes
hidroetandlicas (SONAGLIO et al., 2004).

A maceracao na qual a extracdo da matéria-prima vegetal é realizada em
recipiente fechado durante um periodo prolongado (horas ou dias), sob agitacédo
ocasional e sem renovagdo do liquido extrator ndo levando ao esgotamento da

matéria-prima vegetal. Os principais fatores que influenciam a eficiéncia de
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maceracao estdo vinculados ao material vegetal, ao liquido ou misturas de liquidos
extratores e as condi¢des do sistema, em conjunto (LIST e SCHMIDT, 1989).

Diferentemente da maceracdo, a percolacdo é uma operacdo dinamica,
indicada na extracdo de substancias, farmacologicamente muitos ativas, presentes
em pequenas quantidades ou pouco soluveis e quando o preco da droga é relevante
(LIST e SCHMIDT, 1989).

Na percolacéo simples, o procedimento usual inicia-se com o intumescimento
prévio da droga com o liquido extrator, durante 1 a 2 horas, fora do percolador, de
forma que as forgas de expanséo resultantes ndo venham afetar a estrutura deste.

Apébs o intumescimento segue-se a fase mais critica, que € 0 empacotamento
homogéneo e ndo muito compacto do percolador. Juntamente com a qualidade de
empacotamento, também a forma e as dimensdes do percolador, assim como a
velocidade de fluxo, desempenham papel determinante na eficiéncia da percolagéo.
A velocidade de fluxo pode ser lenta (0,5 a 1 mL/min/kg), moderada (1 a 2
mL/min/kg) ou rapida (2 a 5 mL/min/kg), considerando um tamanho de particula de 1
a 3 mm. Particulas com o diametro inferior a 1 mm podem produzir uma
compactacdo excessiva, reduzindo a velocidade de fluxo, sem que ocorra,
necessariamente, um incremento na eficiéncia do processo (SONAGLIO et al.,
2004).

A percolacao fracionada implica a separacdo das duas ou trés principais
fracbes de percolado, que contém, normalmente, em torno de 75 a 80% das
substancias passiveis de extracdo, das fracdes seguintes, mais diluidas. Essas
Ultimas séo destinadas a fase posterior de concentracdo ou de simples ajustes do
volume final, como é o caso dos extratos fluidos (SONAGLIO et al., 2004).

2.5 4-NEROLIDILCATECOL (4-NC)

Um estudo realizado por da Silva e colaboradores (2005) investigou a
fotoestabilidade e o fator de protecdo solar de extratos da raiz de Pothomorphe
umbellate presente em uma formulacdo em gel. O método de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) foi usado para avaliar a estabilidade quimica usando o 4-
NC como marcador a 5, 25, 45°C por um periodo de 103 dias. A fotoestabilidade e o
fator de protecdo solar (FPS) foram analisados atravées do método
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espectrofotométrico usando amostras irradiadas com lampadas de UVB. Nenhuma
diferenca significativa da concentracdo do 4-nerolidilcatecol foi encontrada nas
formulacdes estocadas a 5 e a 25°C.

O interesse no estudo de antioxidantes oriundos de alimentos e plantas
medicinais se deve ao uso como reguladores do equilibrio de formag&o/remocao dos
radicais livres que podem prevenir doencas cronico-degenerativas (BOSCOLO et al.,
2007).

A partir das observacdes de Barros et al. (1996), o emprego do extrato
hidroalcoodlico de Pothomorphe umbellate que contém o antioxidante 4-NC, o qual

apresenta atividade superior a da vitamina E, ganha crescente interesse.

2.6 FORMAS FARMACEUTICAS ORAIS MULTIPARTICULADAS

Historicamente, a via de administragdo mais comum e, convenientemente,
empregada para administracdo de farmacos € a oral. Durante os anos 80, mais de
dois tercos do mercado farmacéutico mundial, consistiam de medicamentos
administrados oralmente e, mais de 85% era representado pelas preparacdes
farmacéuticas orais solidas (PRISTA et al.,1995; LE HIR, 1997; ALLEN et al., 2005;
AULTON, 2005; SWARBRICK, 2007).

Os farmacos sao administrados na forma de formulacfes de medicamentos.
Os adjuvantes empregados nos medicamentos podem exercer funcdes
farmacotécnicas variadas e especializadas como: permitir, entre outras funcdes,
solubilizacédo, suspensao, modificagdo da taxa de dissolucdo, favorecimento da
compressibilidade, além de correcdo das caracteristicas organolépticas do farmaco
(AULTON, 2005).

A tecnologia farmacéutica tem como finalidade realizar estudos de novas
formulacbes através de otimizacdo de efeitos farmacolégicos incluindo a
biodisponibilidade, seguranca e eficacia em um tratamento terapéutico (GOMEZ-
CARRACEDO et al., 2008 e 2009). Dentre todas as formas farmacéuticas (soélidas,
semi-solidas e liquidas) a que possui maior praticidade, aceitacdo e variabilidade
tecnolégica sdo as formas farmacéuticas solidas de uso oral (FFSO). As FFSO
podem ser divididas em sistemas monoliticos ou multiparticulados. Este udltimo
sistema € constituido por granulos, pellets ou até mesmo minicomprimidos (PEZZINI,
et al., 2007).



14

2.6.1 Pellets

O interesse pela utilizacdo de pellets como forma farmacéutica remonta a
segunda metade da década de 1940. Em 1952, o laboratorio Smith Kline & French
(SKF) lancou no mercado uma nova forma farmacéutica, o Spansule, que consistia
em capsulas preenchidas com pellets revestidos que possuiam diferentes tempos de
dissolucdo (SANTOS et al., 2004). Apenas em 1964, a SKF introduziu uma nova
técnica para a producdo de pellets de liberacdo sustentada, que se baseava no
congelamento por pulverizacdo de uma solucéo liquida de lipidios e principio ativo
(LANTZ et al., 1964).

Foi nesta mesma época que surgiu no Japdo uma nova técnica para a
producdo de pellets baseada na esferonizacdo inventada por Nakahara. Os pellets
eram obtidos por extrusdo/esferonizacdo de uma massa Umida constituida pela
mistura de substancia ativa e excipientes (NAKAHARA, 1966). Assim, deu-se inicio
ao desenvolvimento da técnica de extrusdo e esferonizacdo que atualmente é uma
das técnicas mais popularmente utilizada para producédo de pellets (VERVAET et al.,
1995).

Os pellets sdo definidos como esferas que possuem diametros variaveis
dependendo da aplicacdo e do se deseja da producdo (VERVAET et al.,, 1995).
Pellets produzidos pela indastria farmacéutica apresentam tamanhos variando de
500 a 1500pm (GHEBRE-SELLASSIE, 1989; DUKIC-OTT et al, 2009), podem ser
destinados tanto para o enchimento de capsulas duras de gelatina quanto para
obtenc&o de comprimidos, como formas farmacéuticas unitéarias (Figura 5) (CONINE
e HADLEY, 1970; JALAL et al., 1972; MALINOWSKI e SMITH, 1974; SANDBERG
et al., 1988; MILLILI e SCHWARTZ, 1990; BECHARD e LEROUX, 1992).

" ]

Figura 5: (A) Pellets de omeprazol em capsulas
(http://www.indiamart.com/murlikrishnapharma/products.html)
e (B) pellets presentes em comprimido (MURRAY et al.,2007).



http://www.indiamart.com/murlikrishnapharma/products.html
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O processo de producéo de pellets é denominado peletizacdo que consiste na
aglomeracao de pos finos de substancia ativa e excipientes em pequenas unidades
esféricas. Os pellets diferenciam-se do produto obtido no processo de granulacao
classica ndo apenas no que se diz respeito ao processo de producdo, mas também
pelas caracteristicas fisicas apresentadas (SANTOS et al., 2004).

Dentre as vantagens do uso de pellets pode-se citar: 1) apresentam Gtimas
propriedades de escoamento, devido a sua forma esférica (KANBE et al., 2007); 2)
possuem estreita distribuicdo de tamanho; 3) dispersao uniforme das doses dos
farmacos (MURRAY et al.,, 2007); 4) superficie susceptivel ao revestimento por
pelicula com interesse a protecdo entérica, ou a liberacdo controlada ou sustentada;
5) permite a incorporacdo de grande quantidade de substancia ativa e de
substancias bioativas incompativeis em uma mesma forma farmacéutica (IOSIO et
al., 2008); 6) apresentam grande dispersdo no trato gastrointestinal com
consequente reducdo da irritacdo da mucosa por farmacos potencialmente gastro-
irritantes (HOWARD et al.,, 2006); 7) baixo risco de efeitos adversos por
superdosagem (DUKIC-OTT et al., 2009); 8) maxima absorc¢ao das drogas reduzindo
a variabilidade inter e intrapacientes (GHEBRE-SELLASSIE e KNOCH, 2002); 9)
diferentes caracteristicas de liberacdo podem ser combinados para atingir o padrao
de liberagcéo desejado de ingredientes ativos (SUMMERS e AULTON, 2005; MEHTA
et al., 2005).

As formulacbes de pellets comercialmente disponiveis sdo geralmente
revestidas com filmes poliméricos com a finalidade de se obter liberagédo controlada.
A espessura (BIANCHINI e VECCHIO, 1989; ZHANG et al.,, 1991; YUEN et
al.,1993) e a composicdo (EERIKAINEN e LINDQVIST, 1991; YUEN et al., 1993) do
filme influencia na liberagdo do ativo. Desta forma, a mistura de diferentes tipos de
revestimentos pode resultar em diferentes perfis de liberagdao (VERVAET et al.,
1995).

2.6.1.1 Extrusdo/esferonizacao

Os principais passos envolvidos no processo para obtencdo de pellets por
extrusdo/esferonizagédo sdo: 1) Mistura seca dos componentes, a fim de se obter
uma disperséo pulvérea homogénea; 2) Umidificacdo da massa: uma vez obtida a

mistura homogénea dos pdés, segue-se a adicdo do liquido de granulacdo para
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producdo uma massa Uumida suficientemente plastica; 3) Extrusdo é a compactacao
da massa Umida até que escoe atraves de orificios presentes no equipamento
formando estruturas cilindricas; 4) Esferonizacao € a etapa em que o extrusado é
guebrado em cilindros com comprimentos uniformes que sdo moldados em esferas
devido a rotacdo e a friccdo ocorridas no processo; 5) Secagem, para obter um
contetdo de umidade final requerido. A secagem pode ocorre em leito estatico
(estufa) ou em leito fluidizado; 6)Tamisacdo € considerada uma etapa opcional
quando se quer obter uma distribuicdo estreita de tamanho dos pellets (HICKS e
FREESE, 1989; VERVAET et al., 1995; GHEBRE-SELLASSIE e KNOCH, 2002;
SANTOS et al., 2004).

Uma representacdo esquematica dos produtos obtidos apds as principais
etapas do processo de obtencdo de pellets pelo método de extrusdo/esferonizacdo

esta apresentada na Figura 6.

Figura 6: Produtos obtidos apds as etapas do processo de extrusdo/esferonizagéo: (a)
mistura de pds secos; (b) granulos apés umidificacdo; (c) extrusado obtidos na extruséo e
(d) pellets obtidos ap0s esferonizagdo (Fonte: MEHTA et al.,2005).

Na etapa de mistura seca dos componentes sao utilizados os equipamentos
de mistura convencionais. Na umidificagdo da massa sdo empregados 0s mesmos
equipamentos e processos utilizados na granulacao por via imida. A quantidade de
liguido necessaria para obter esfericidade e esferas de tamanho uniforme
geralmente é maior que a utilizada no processo similar de obtencdo de granulados
para compressao (AULTON, 2005).

A extrusdo produz, a partir da massa Umida, particulas de tamanho uniforme
em forma de bastdo. A massa umida € forcada a passar por uma matriz, adquirindo
a forma de pequenas particulas cilindricas. Ao sairem, os extrusados quebram-se a

uma mesma distancia, devido ao seu préprio peso. O extrusado deve ter plasticidade
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suficiente para sofrer deformacéo, mas néo deve ser plastico a ponto de promover a
aderéncia entre as particulas, quando coletadas ou roladas no esferonizador
(SUMMERS e AULTON, 2005).

Existem varios tipos de extrusores, mas, de maneira geral, eles podem ser
divididos em trés classes, de acordo com o seu mecanismo de alimentagao: 1)
Extrusores alimentados por parafuso (placa terminal ou axial, forma de abobada e
radial); 2) Extrusores alimentados por gravidade (rolo cilindrico, rolo dentado, radial);
e 3) Extrusores alimentados por pistdo (émbolo) (HARRISON et al., 1987,
SUMMERS e AULTON, 2005; MEHTA et al., 2005).

Dentre os extrusores alimentados por parafuso pode-se citar o extrusor de
Arquimedes que é composto por um parafuso-sem-fim, cuja finalidade é conduzir a
massa umidificada até a rede de extrusdo permitindo trabalhar com quantidades
continuas de alimentacdo sob os mecanismos axial ou radial em relagdo ao
posicionamento da placa de extrusdo (Figura 7) (SANTOS et al., 2004; MEHTA et
al., 2005).

Existem trés versfes para os extrusores de rolos (Figura 7). Uma primeira é
constituida por uma rede circular perfurada, que gira em torno dos rolos e esses, em
torno dos proéprios eixos. Numa versao deste tipo de extrusor, o rolo encontra-se em
posicdo externa a rede de extrusao ou dois rolos sao perfurados e denteados
(semelhantes a engrenagens). Outra versao é constituida por rolos posicionados
sobre uma placa perfurada de extrusdo que permanece imével (SANTOS et al.,
2004; MEHTA et al., 2005).

O extrusor de pistdo consiste em um sistema cilindrico e um pistdo, que se
encontra dentro do corpo cilindrico que comprime a massa umidificada, forcando a
sua passagem através dos orificios da placa de extruséo (Figura 7) (SANTOS et al.,
2004; MEHTA et al., 2005).



Extrusores alimentados por parafuso Extrusores alimentados por gravidade

Radial

Extrusor alimentado por pistdo (Embolo) (F)

Embolo
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Figura 7: Tipos de extrusores: Extrusores alimentados por parafuso (A; B e C); Extrusores
alimentados por gravidade (D; E e F); Extrusor alimentado por pistdo (G).(Fonte: Adaptado

de MEHTA et al.,2005).
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Esferonizagcdo é um processo que foi inventado por Nakahara em 1964. A
patente descreve um "Método e aparelho para producdo de granulado esférico” a
partir de mistura de pds umidecidos (NAKAHARA, 1966). O equipamento descrito na
patente foi comercializado pela Fuji Denki Kogyo Co. sob o nome comercial
Marumerizer®. O processo s6 foi aplicado na indUstria farmacéutica a partir de 1970,
quando dois artigos foram publicados por funcionarios da Eli Lilly and Co. e Conine
Hadley. Tais artigos descreviam os passos envolvidos no processo, incluindo a (a)
mistura seca, (b) granulacdo umida, (c) extrusao, (d) esferonizacao, (e) secagem, e
() triagem (opcional) (CONINE e HADLEY, 1970). Reynolds descreveu o
equipamento e 0S processos mecanicos, incluindo o movimento das particulas
dentro do esferonizador (REYNOLDS, 1970).

A esferonizacdo tem a funcéo de dar forma arredondada aos bastfes obtidos
da extrusdo, transformando-os em particulas esféricas. Isso é feito em uma peca
bastante simples do equipamento. A parte funcional consiste em um recipiente de
paredes fixas, com um prato ou disco rotatorio de alta velocidade. A transformacéao
do extrusado em esferas é dependente das forcas de atrito geradas pela colisdo
particula-particula e particula-equipamento (SUMMERS e AULTON, 2005).

Com relacdo aos tipos de esferonizadores, todos mantém a similaridade da
configuragdo, ou seja, uma placa rotatéria dentro de uma cémara cilindrica
(SANTOS et al.,, 2004). Geralmente, sao utilizados dois modelos (SUMMERS e
AULTON, 2005): a) modelo reticulado, com os sulcos posicionados em angulo reto;
b) modelo radial, com sulcos desenhados radialmente a partir do centro do disco
(Figura 8).

Figura 8: Configuracéo de placas de esferonizagéo: (A) de ranhuras perpendiculares e (B)
de ranhuras radiais (Fonte: Adaptado de MEHTA et al.,2005).



20

A transicdo do extrusado para a forma esférica durante a esferonizagéo
(Figura 9) ocorre em varios estagios, os quais podem ser melhores descritos

observando-se os diagramas da Figura 10.

Figura 9: Representacao grafica da formacéo dos pellets dentro do esferonizador durante a
operacédo (A) movimento em corda do produto; (B) atrito com a parede lisa (Fonte: Adaptado
de MEHTA et al.,2005).

(a) (b) (©) (d) (e)

Cilindro Cilindro com Forma de Elipséide Esfera
extremos halteres
arredondados

Figura 10: Representacdo dos mecanismos de esferonizacdo. O diagrama mostra a
transicdo de particulas: de cilindricas (a) em particulas cilindricas com extremidades
arredondadas (b), seguida da forma de halteres (c), para elipsdide (d) e, finalmente,
esféricas (e). (Fonte: SUMMERS e AULTON, 2005).

Na primeira fase, o produto de extrusao cilindrico é quebrado em dimensdes
menores e de comprimento igual ao seu didmetro para ter, entdo, as suas
extremidades arredondadas; segue-se a formagédo de uma estrutura em forma de
haltere, que & moldada em forma eliptica e finalmente modelada em forma esférica
(ROWE, 1985). Outro mecanismo sugerido para a formacao de pellets (BAERT e
REMON, 1993) implica a formacé&o de cilindros de produto de extrusao de
extremidades arredondadas, que sofrem tor¢cdo central e a quebra em duas porgdes

semi-esféricas, que, finalmente, sGo modeladas e polidas em esferas por acédo das
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forcas de rotacdo e friccdo proporcionadas durante o processo (SANTOS et al.,
2004).

A secagem € uma operacao importante na fabricacdo primaria de materiais
farmacéuticos, pois garante que a umidade residual seja reduzida o suficiente para
prevenir a deteriorizagdo dos produtos durante a armazenagem (AULTON, 2005). A
secagem dos pellets pode ser feita a temperatura ambiente ou elevada e em leito
estatico ou dinamico. Para a secagem a temperatura ambiente utiliza-se uma
camara ou estufa, que permita o controle do ambiente (temperatura e umidade)
(SANTOS et al., 2004).

Os pellets podem ser secos em quaisquer secadores utilizados na granulagéo
por via umida convencional, incluindo secadores de leito fluidizado e secadores de
bandeja (SUMMERS e AULTON, 2005).

O revestimento € um processo que envolve a deposicdo de uma pelicula fina
e uniforme que visa recobrir totalmente a superficie das particulas com uma camada
sélida de outro material (RAVAGNANI, 2003; OLIVEIRA, 1992; REZENDE, 2007;
STUART, 2004; VIANA, et al., 2006).

No século XVII, na Europa, o revestimento com solucdes a base de agucar foi
desenvolvido na industria farmacéutica tendo rapida aceitacdo, o que tornou as
formas farmacéuticas sélidas preferidas na época (FREIRE e OLIVEIRA, 1992;
REZENDE, 2007).

A evolucdo em recobrimento de particulas foi significativa a partir de 1950
guando foram introduzidos novos conceitos em equipamentos e nos anos 70 quando
iniciou-se a utilizacdo de materiais poliméricos como agentes formadores de filmes
(REZENDE, 2007).

Os principais componentes para formulagdo de revestimento constituem em
polimeros, plastificantes, corantes e solventes. Tais polimeros devem ter
solubilidade em ampla gama de sistemas solventes e habilidade em produzir
revestimentos que possuam propriedades mecéanicas adequadas, ndo devendo
tambeém interferir na biodisponibilidade dos farmacos (STUART, 2004; VIANA, et al.,
2006). Os polimeros utilizados para o revestimento de formas farmacéuticas para
liberagdo imediata podem ser divididos em classes conforme descritos no quadro

abaixo.
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Classe do polimero Exemplos
Celulésicos Hidroxipropilmetilcelulose
Hidroxipropilcelulose
Hidroxietilcelulose
Vinilicos Polivinilpirrolidona
Polivinilalcool
Copolimeros  de Polivinilpirrolidona e
polivinilacetato

Copolimeros de Polivinilalcool e
polietilenoglicol
Glicdlicos Polietilenoglicol
Acrilicos Copolimero de amino alquil metacrilato
Carboidratos Maltodextrina e Polidextrose

Quadro 3: Exemplos de polimeros mais utilizados no revestimento de formas farmacéuticas
de liberacdo imediata (Adaptado de: PORTER et al., 2009).

Dentre as vantagens do revestimento polimérico cita-se: o tempo de processo
e a mao-de-obra que séo reduzidos, o pequeno acréscimo de peso das particulas e
a possibilidade de modificar e controlar a dissolugcao do farmaco (REZENDE, 2007).

Os beneficios adquiridos por meio da técnica de revestimento sdao:
evitar irritacdo das mucosas do trato gastrointestinal (DASHEVSKY et al., 2004a);
mascarar sabor e odor; alterar o perfil de liberacdo do ativo, quando necessario
(BANDO e McGINITY, 2006; DUKIC-OTT et al., 2007 ); evitar inativacdo do ativo no
estbmago (VIANA, 2006); proteger contra umidade, ar ou luz; evitar liberacdo de po;
facilitar a ingestdo; melhorar a integridade mecanica (DASHEVSKY et al., 2004b);
melhorar a estabilidade do produto (VIANA, 2006); melhorar a aparéncia e facilitar a
identificacdo do produto (VIANA, 2006).

Atualmente, dentro dos processos de revestimento, o leito fluidizado tem
recebido consideravel atencdo ndo somente na area farmacéutica
(DHANASEKHARAN et al., 2006; JONES, 1994; OLSEN, 1989), mas também na
area de alimentos, tintas, materiais agroquimicos, entre outros.

O leito fluidizado pode ser usado para secagem, aglomeracao/granulacao,
peletizacdo e producdo de formas farmacéuticas de liberacdo modificada (PARIKH
et al., 2005).

Granulacdo e secagem em leito fluidizado oferecem diversas vantagens sobre
granulacdo multi-passo e outros processos de secagem: a mistura de pds secos,
granulacdo e secagem podem ser sucessivamente realizadas dentro de préprio

equipamento; pode reduzir o tempo e 0s passos do processo de fabricagéo; e
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diminuir a exposicdo do operador aos compostos irritantes e/ou téxicos (GUO et al.,
2002).

O processo de revestimento em leito fluidizado (Figura 11) envolve a
movimentacdo de particulas através de uma corrente de ar ascendente sobre as
quais é aspergida (de um bico localizado no fundo da camara ou sobre parte
superior do leito) uma suspensao ou solugéo de revestimento. A solugéo envolve a
particula através de um processo simultdneo de umedecimento e secagem até
formacdo de uma camada. O revestimento por aspersdo pode ser explicado por trés
etapas: fluidizacdo, atomizacdo e secagem (REZENDE, 2007; PARIKH et al., 2005;

PEZZINI et al., 2007).

Figura 11: Representacdo do processo de revestimento em leito fluidizado.
(Fonte:http://www.cjtech.co.kr/Technical%20Process%20FIuid%20Bed%20Granulation.htm).

2.6.1.2 Caracterizagao de pellets

Segundo Santos e colaboradores (2006), apenas através da avaliacdo das
caracteristicas fisicas dos pellets é que se torna possivel aprovar a viabilidade de
uma formulagcéo e/ou do processo empregado para a producdo. Dentre as diversas
caracteristicas que devem ser avaliadas pode-se citar: tamanho e distribuicdo de
tamanho, morfologia e friabilidade.

Uma distribuicdo uniforme de tamanho facilita a mistura de pellets sobretudo
guando ha a necessidade de se misturar pellets de diferentes lotes ou de diferentes
composic¢des para o enchimento de capsulas ou para a producao de comprimidos. A
distribuicdo uniforme de tamanho evita a variagdo do contetdo de substancia ativa,
e consequentemente problemas na biodisponibilidade (SANTOS et al., 2006).


http://www.cjtech.co.kr/Technical%20Process%20Fluid%20Bed%20Granulation.htm

24

A determinacao da distribuicdo de tamanho pode ser realizada por tamisacéao,
microscopia (Optica ou eletrénica) e por anélise de imagens.

A tamisacao de pellets € o método mais utilizado devido ao seu baixo custo,
simplicidade, rapidez e baixa variacdo na determinacdo por diferentes operadores
(MEHTA, 1989). Trés tipos de padrdes de tamises podem ser empregados: o padréo
americano, o padrao Tyler e o padréo britanico.

A microscopia e a andlise por imagem sao métodos diretos de determinacao.
Na microscopia optica, o diametro dos pellets pode ser determinado por meio de um
filete calibrado ou por meio de laminas de grelhas circulares ou quadradas. Para a
microscopia eletrdnica, as amostras devem ser revestidas com uma pelicula
apropriada para a observacao (p.ex., ouro ou ouro/paladio). Segundo Metha (1989),
a desvantagem destas duas técnicas esta relacionada ao fato de serem cansativas
devido a observacao individualizada de um grande numero de pellets e ao tempo
necessario para a criagdo dos graficos de freqiiéncia da distribuicdo de tamanho e
de percentagem acumulada.

Atualmente as analises por imagem é realizada de forma automatizada
utilizando softwares especificos.

A area superficial especifica é influenciada pelo tamanho das unidades, pela
forma ou esfericidade, pela porosidade e pela rugosidade ou aspereza superficial
(MEHTA, 1989). Este parametro é importante quando se pretende realizar o
revestimento dos pellets. Diferentes técnicas para a determinacdo da area superficial
de materiais sélidos sdo sugeridas pela literatura (MEHTA, 1989; MARTIN, 1993).
Dentre eles, o método matematico permite o calculo da &rea superficial de uma
amostra a partir da distribuicdo do tamanho (SANTOS et al., 2006).

A morfologia superficial de pellets além de afetar propriedades de
empacotamento e de escoamento, tem importancia no revestimento de pellets com
filme. Um revestimento homogéneo € imprescindivel para a protecdo (no caso de
uma protecdo entérica) ou para liberacdo uniforme do ativo. A microscopia Optica e
eletrdnica sdo técnicas normalmente utilizadas na caracterizacdo da morfologia
superficial de pellets (SANTOS et al., 2006).

A friabilidade é normalmente determinada sob a forma de indice de
friabilidade. Pellets que sdo submetidos a revestimento numa camara de leito
fluidificado, podem ter a friabilidade determinada neste mesmo equipamento
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levando-se em consideracao as variaveis de tempo e massa do sélido (VERVAET et
al., 1995).

Wan e Jeyabalan (1986) determinaram a friabilidade de pellets num
friabildmetro na presenca de esferas de aco, alternativamente esferas de vidro tém
sido utilizadas (VERVAET et al., 1996; ALVAREZ et al., 2003; DREU et al., 2005;
DUKIC-OTT et al., 2007; PAKER-LEGGS e NEAU, 2008).

2.6.2 Excipientes utilizados na producao de sistemas multiparticulados

Até o inicio dos anos 60, era comum associar a eficacia clinica de um
medicamento somente a atividade intrinseca do farmaco. Desde entédo, evidéncias
relatadas passaram a demonstrar que, tanto os componentes das formulacdes,
quanto as técnicas de preparo, influenciam na eficacia dos medicamentos
(SHARGEL, YU, 1999; STORPIRTS, 1999) e também na protecdo dos ativos

presentes nas formas farmacéuticas.

2.6.2.1 Polissorbatos

Os tensoativos ndo ionicos sdo usados como emulsificante O/A (1 a 15%
p/V), solubilizante (1 a 10% p/V), molhante e suspensor (0,1 a 0,3% p/V). Sao
empregados em uma grande variedade de preparacdes, incluindo aquelas contendo
Oleos essenciais e vitaminas lipossoliveis. Também sdo usados em cosméticos e
produtos alimenticios. Conhecidos, comercialmente como Tween® (VILLANOVA e
SA, 2009).

Os polissorbatos sédo preparados a partir do sorbitol, em trés etapas:
desidratacédo, esterificacdo parcial com acidos graxos e adi¢cdo quimica de 6xido de
etileno, na presenca de catalisador. polissorbato 80 (Figura 12) é um éster oleato do
sorbitol com anidrido copolimerizado com, aproximadamente, 20 moles de 6xido de
etileno para cada mol de sorbitol e anidrido sorbitol. E um liquido oleoso esverdeado
a ambar, com fraco odor caracteristico e célido sabor amargo. E muito solivel em
agua, produzindo solucéo inodora e praticamente incolor. E usado em cosméticos,
produtos alimenticios e medicamentos de uso oral, parenteral e topico sendo
considerado nao téxico e nao irritante. (VILLANOVA e SA, 2009).
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W+x+y+z=20
Figura 12: Estrutura quimica do polissorbato 80 (Tween® 80).
(Adaptado de: Wikipedia).

2.6.2.2 Diéxido de titanio

A capacidade de opacificar e branquear o0 meio em que esta disperso € a
mais importante propriedade do didéxido de titanio (TiO,). O potencial opacificante é
essencialmente controlado por duas propriedades: indice de refracdo e tamanho de
particula. O indice de refracdo € uma propriedade associada a estrutura cristalina,
ficando assim fora do controle do fabricante. O dioxido de titanio rutilo € o que

apresenta o maior indice de refracdo de todos os pigmentos brancos disponiveis.

2.6.2.3 Talco farmacéutico

O talco (3Mg0-4Si0O,-H,0) é usado como lubrificante (1 a 10%, p/p) ou como
diluente (5 a 30%, p/p) para capsulas e comprimidos. E um silicato de magnésio
purificado e hidratado. Pode conter quantidades pequenas e variaveis de silicato de
aluminio e ferro. Encontrado na forma de pé cristalino brilhante, branco ou quase
branco (VILLANOVA e SA, 2009)

O talco é considerado um agente deslizante e antiaderente (SOARES,
PETROVICK, 1999).
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2.6.2.4 Celulose Microcristalina (CMC)

Resultante da hidrolise da celulose purificada apds tratamento com &acido
cloridrico. E insolivel em &gua, solventes organicos e diluentes acidos, mas
parcialmente solivel em diluentes alcalinos. E considerada adsorvente, agente de
suspensao, diluente de comprimidos e capsulas e desintegrante de comprimidos
(SILVA, 2006).

OH
OH
O Ho o
\/O @)
HO OH n
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Figura 13: Estrutura quimica da celulose microcristalina.
(Adaptado de: http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html).

A celulose microcristalina (Figura 13) apresenta capacidade diluente e
aglutinante. Na quantidade de 5 a 15% p/p tem boa propriedade antiaderente e
lubrificante. Em capsulas, pode ser usada como diluente Unico (até 90% p/p).
Usualmente utilizada em até 30% p/p para ndo comprometer a dissolucdo. E
considerada pelo FDA como prépria para 0 uso em preparacdes vaginais, topicas,
para inalacdo, comprimidos, capsulas, pés, xampus e suspensdes orais
(VILLANOVA e SA, 2009).

A CMC possui caracteristica fibrosa associada a boa propriedade de
escoamento e elevada area superficial, 0 que proporciona excelente fluxo para a
mesma. A presenca do Aerosil® (1% p/p) melhora a estabilidade da celulose
microcristalina frente a umidade. Existem inUmeros tipos de celulose sendo que 0s
mais utilizados s&o o Avicel® PH 101 e o Avicel® PH 102. A diferenca entre ambos é
o0 tamanho das particulas, que € de 50um e 100um, respectivamente (HANDBOOK
OF PHARMACEUTICAL EXCIPIENTS, 2006).


http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html
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2.6.2.5 Di6xido de Silicio Coloidal

O pequeno tamanho de particula e a grande superficie de contato fazem com
que o diéxido de silicio coloidal (SiO,), também, conhecido como Aerosil®, Car-O-
Sil® ou silica coloidal, forneca boas propriedades de fluxo aos pés. Empregado como
estabilizante de emulsbes (1 a 5% p/V), suspensor em géis e outras formas
semissolidas (2 a 10%p/V). E um pé amorfo, branco, inodoro, insipido e n&o
gorduroso. Possui tamanho de particula em torno de 15 nm. E insolivel em &agua,
alcool e outros solventes organicos. Solavel em solucdes de hidroxidos alcalinos, a

quente. Forma disperséo coloidal com agua (VILLANOVA e SA, 2009).

Outra aplicacéo do Aerosil® é como agente absorvente, ou seja, estabilizante
de conteudos higroscépicos, uma vez que € um excipiente capaz de absorver agua
sem liquefazer-se (GUO et al., 2002; JONAT, 2005).

2.6.2.6 Polietilenoglicol (PEG 6000)

O polietilenoglicol (Figura 14) € um polimero de 6xido de eteno de alto peso
molecular. E soltvel em &gua indicado para uso farmacéutico e alimenticio como
plastificante, aglutinante, lubrificante e coadjuvante para dispersdo. Age como
ligante e lubrificante por permitir a redugdo do coeficiente de friccdo entre as
particulas e as superficies dos equipamentos do processo (SILVA, 2006).

H(OCH,CH,),OH

Figura 14: Estrutura quimica do polietilenoglicol (PEG 6000).
(Adaptado de: http://iwww.sigmaaldrich.com/brazil.html).
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2.6.2.7 Lactose Mono-Hidratada

A lactose (Figura 15) é um dissacarideo natural formado por galactose e
glicose ((VILLANOVA e SA, 2009).

Existe sob as formas anoméricas a e B, normalmente denominadas por
lactose mono-hidratada e lactose anidra, respectivamente.

A lactose é utilizada como excipiente de preenchimento e diluente para
capsulas e comprimidos (CELIK e OKUTGEN, 1993).

Apresenta-se como um po cristalino branco, inodoro e levemente adocicado.
E solGvel em agua, insolivel em solventes organicos como etanol, éter e cloroférmio.
A lactose mono-hidratada contém aproximadamente 5% de agua de cristalizacdo
(VILLANOVA e SA, 2009; WADE e WELLER, 1994).

HO
O
HO OH
H 00 OH  H20
OH \| OH
OH

Figura 15: Estrutura quimica da lactose mono-hidratada
(Adaptado de: http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html). Sinénimo: a-Lactose.

2.6.2.8 Copolimero Polivinilalcool e Polietilenoglicol (75:25) - (Kollicoat® IR)

E um copolimero constituido por polivinil alcool e polietilenoglicol na
proporcdo de 75:25 (Figura 16). Apresenta-se como pO branco a levemente
amarelado. E utilizado em revestimento de formas farmacéuticas. Produz boas
propriedades de filmes e grande aderéncia a superficie dos comprimidos. Apresenta
solugbes com baixa viscosidade e propriedade de barreira contra 0 meio externo
protegendo a forma farmacéutica contra a umidade e oxidacdo (PORTER et al.,
20009).


http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html
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Figura 16: Estrutura quimica do copolimero (Kollicoat® IR): Macrogol-poly(vinyl
alcohol) graft-copolymer, Polyvinyl alcohol-polyethylene glycol graft-copolymer
(Kollicoat IR).p= alcoolpolivinil e n= polietilenoglicol. ( Adaptado de:
http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html).

2.6.2.9 Povidona (PVP —K30)

A povidona (Figura 17) € um polimero néo-ibnico com capacidade formadora
de filme. Apresenta compatibilidade fisioldgica e propriedade espessante.
Fisiologicamente inerte e ndo toxico, é solivel em agua e em solventes organicos
(SILVA, 2006).

H H
n

Figura 17: Estrutura quimica da Povidona (PVP-K30).
(Adaptado de: http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html),
Sindnimos: PVP, Polividona, Polivinilpirrolidona, Povidona.

E caracterizada pela sua viscosidade em solucdes aquosas expressa pelo
valor K. O valor K varia entre 10 e 120 e relaciona-se com o peso molecular
aproximado do polimero. E um excipiente farmacéutico utilizado como ligante ou
diluente. Ocorre como um po fino, de coloragéo branca, inodoro ou quase inodoro e
higroscépico. E soltvel em é&cidos, cloroférmio, etanol, cetonas, metanol e agua,
sendo praticamente insoluvel em éter, hidrocarbonetos e oleo mineral (WADE e
WELLER, 1994).



http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html
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2.6.2.10 Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)

A hidroxipropilmetilcelulose (Figura 18) é um polimero classificado como éter
de celulose. E um dos derivados da celulose mais empregados como retardante da
liberacdo de farmacos em formulacdes orais (LOPES et al., 2005; NERURKAR et al.,
2005; AGUIAR, 2007). E empregado também como agente suspensor e formador de
filme (SALAMAT-MILLER et al., 2005; SMART et al., 2005; SUDHAKAR et al., 2006;
AGUIAR, 2007). Outra caracteristica é a sua capacidade de intumescimento (LOPES
et al., 2005; NERURKAR et al.,2005; BURDOCK, 2007, AGUIAR, 2007). E atoxico,
ndo-ibnico, compativel com outros excipientes além de ser capaz de incorporar
grandes quantidades de farmacos (LOPES et al, 2005; BURDOCK, 2007,
AGUIAR, 2007).

RO
O
00 O R
OR \ OR
RO L/ n
OR

R=H ou R= CH; ou R= CH,CH(OH)CH3
Figura 18: Estrutura quimica da hidroxipropilmetilcelulose (HPMC).
(Adaptado de: http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html).
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral
e Obter o extrato de Pothomorphe umbellate , preparar e caracterizar
uma forma farmacéutica sélida multiparticulada e avaliar a estabilidade

das formula¢cbes desenvolvidas contendo 4-NC.

Objetivos Especificos
e Desenvolver processo extrativo para o 4-NC das raizes da
Pothomorphe umbellate (L.) Miq.;
e Produzir a partir do extrato hidroalcodlico, pellets via extruséo-
esferonizacao;
e Realizar a caracterizacdo dos pellets obtidos;

e Avaliar a fotoestabilidade do 4-NC contido no extrato e nos pellets.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Equipamentos

e Balanca de infravermelho, (Gehaka® - 1V 2000);

e Camara de luz ultravioleta, (366 nm);

e Camara de Fotoestabilidade, (Nova Etica®- Farma — 1V2000);

e Camara fria, (Danica Doors® - C-EC);

e Cromatégrafo Liquido, (Varian®, - Pro Star), composto pelos médulos: PS 410
— sistema de injecdo automatico; PS 240 - bomba quaternéaria; PS 325 —
detector de UV-Visivel, Programa processador de dados: Galaxie Workstation
— verséo 9.0;

e Coluna Cy5— ChromSep SS ChromSpher 5 C18, Varian®, (150mm x 4,6mm x
de 5 uym);

e Extrusor, (Caleva® — Extruder 20);

e Esferonizador, (Caleva® —Multi Bowl Spheronizer);

e Estufa de secagem, (Lawes® — 5 Band);

e Jogo de Tamis, (Haver & Boeker- Alemanha; W.S. Tyler — USA Standard
Sieve; W.S. Tyler — Canadian Standard Series);

e Leito dinamico, (Microlab Hiittlin®);

e Microscopio 6ptico, (Leica® DME) com camera acoplada (Leica® EC3)

e Moinho industrial de facas e martelo (DPM3);

e Mufla EDG/EDGCON 1P

e Placas de silica gel 60 (10cm x 4cm x 0,20mm) com indicador de
fluorescéncia;

e Percolador em aco inox de 5L (Equipalabor®);

e Percolador de vidro de 1L;



4.1.2 Substancias e Reagentes

 Dioxido de silicio coloidal (Aerosil®);

e Didxido de titanio

e Copolimero (Kollicoat IR® - Basf ®);

e CMC - Celulose microcristalina

e HPMC — Hidroxipropilmetilcelulose (Opadray YS-1-7006%)
 Polietilenoglicol (PEG 600%)

e Povidona (PVP K-30%)

e Talco farmacéutico;

e 4-nerolidilcatecol (4-NC)

34
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4.2 METODOS

4.2.1 Caracterizacdo da matéria-prima vegetal

4.2.1.1 Tratamento da matéria-prima vegetal

As raizes semi-processadas de Pothomorphe umbellata (Pariparoba
sustentavel — Lote n° 204090080) foram adquiridas junto a Centroflora (Botucatu -
SP) pesadas e submetidas a moagem em moinho industrial. O armazenamento foi
feito em recipiente fechado (a¢o inox), mantido em camara fria a temperatura de 7°C
e umidade controlada para minimizar a proliferacdo microbiana no material

cominuido.

4.2.1.2 Determinacéo do teor de umidade residual (BORGES, 2005)

A determinacdo do teor de umidade residual da droga vegetal foi feita em
triplicata utilizando balanca de infravermelho (Gehaka®, modelo IV 2000). Um grama
da droga vegetal foi acondicionado em prato metalizado de 10 cm de diametro, de
forma a preencher todo o fundo do recipiente. Foi utilizado o modo automatico de

secagem até que se atingisse peso constante a temperatura de 105°C.

4.2.1.3 Determinagédo do teor de cinzas totais

Uma amostra de 2g do po das raizes de Pothomorphe umbellata foi pesada
em balanca analitica e transferida para um cadinho o qual foi previamente calcinado
em mufla a 450°C, resfriado e pesado. A amostra foi uniformemente distribuida no
cadinho e incinerada em mufla. A temperatura da mufla foi aumentada de forma
gradativa até que atingisse 450°C permanecendo desta forma por 4 horas. Apoés
este periodo, a amostra foi deixada em dessecador até atingir a temperatura
ambiente sendo novamente pesada (FARMACOPEIA BRASILEIRA IV, 2000). O teor
de cinzas totais foi calculado como percentual pela média de trés determinacbes

segundo a equacao (1):
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Teor de Cinzas = x 100 (D

onde:
mraz = massa do recipiente mais amostra, apds aquecimento;
mrai = massa do recipiente mais amostra, antes do aquecimento.

4.2.1.4 Determinac¢do do indice de intumescéncia da droga vegetal.

Uma amostra de 1g de Pothomorphe umbellata foi colocada em uma proveta
graduada de capacidade de 25 mL com escala de 0,2 mL e tampa esmerilhada. Em
seguida, foram adicionados agua:etanol (1:3) completando o volume final de 25 mL.
A agitacao do sistema ocorreu em intervalos de 10 minutos, durante um periodo de 1
hora. O volume final ocupado pelo material vegetal foi verificado apés repouso de
trés horas, a temperatura ambiente (FARMACOPEIA BRASILEIRA IV, 1988). O
indice de intumescéncia foi calculado segundo a equacéo (2):

LL=Vf-Vi )

Onde:
Vf = volume final ocupado pela amostra (mL)
Vi = volume inicial ocupado pela amostra (mL)

4.2.1.5 Determinacdo da granulometria da droga vegetal

Amostra de 100 gramas da droga vegetal foi pesada em balanca semi-
analitica e colocada sobre um jogo de 6 tamises previamente pesados constituidos
pelas seguintes malhas: 710, 500, 250, 125, 90 e 63 pm, provido de tampa e
recipiente para coleta do p6. Os tamises foram agitados em um agitador mecanico
(Haver® EML 200), através de movimentos horizontais rotativos e verticais durante
vinte minutos. Posteriormente, pesou-se novamente cada tamis para verificar a
quantidade de material vegetal que ficou retida em cada malha (FARMACOPEIA
BRASILEIRA 1V, 1988).
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4.2.1.6 Determinacéo do perfil cromatografico do 4-NC na matéria-prima vegetal

O 4-NC foi verificado em cromatografia de camada delgada utilizando-se
placas de silica gel 60 (100 x 40 x 0,2 mm) com indicador de fluorescéncia. Hexano
e acetato de etila (7:3) foram utilizados como fase mével. Em 1,0g da raiz
processada adicionou-se 10mL de é&lcool etilico. Aproximadamente 10uL da solugéo
resultante foi aplicada na placa. Os cromatogramas foram desenvolvidos no sentido
ascendente, em camara saturada, até a altura de 8 cm.

ApGs a eluicdo e secagem a temperatura ambiente, as manchas resultantes
foram visualizadas em camara de luz ultravioleta no comprimento de onda de
366nm. Para visualizacdo das manchas a luz natural, a placa foi revelada através de
nebulizacédo do reativo de anisaldeido sulfirico com posterior aguecimento em estufa
a 110°C seguindo metodologia descrita em MORAES, (1984). O reagente de
anisaldeido sulfarico foi preparado dissolvendo-se 0,5 mL de anisaldeido em 10mL
de &cido acético glacial. Em seguida, 85 mL de metanol e 5mL de acido sulfarico
concentrado foram adicionados (nesta ordem).

As manchas resultantes e fator de retencdo (Rf) caracteristico foram
comparados com dados da literatura (MORAES, 1984) e com o padréo de referéncia
do 4-NC (concentragdo de 1 pug/mL), para confirmacdo do perfil cromatografico da

matéria-prima vegetal.

4.2.2 Obtencdo e caracterizacdo do extrato hidroalcodlico de Pothomorphe
umbellata (L.) Miq.

Com a finalidade de se obter um extrato hidroalcodlico das raizes de
Pothomorphe umbellate bem como avaliar o melhor método de extracéo, testes de
bancada de maceracdo e percolacdo foram realizados. Diferentes proporcdes de

etanol e agua também foram avaliadas como solventes da extragéo.

4.2.2.1 Extracdo por maceracgao

A maceracdo foi feita em um recipiente fechado durante 48 horas sob

agitacao ocasional e sem renovacao do liquido extrator, em temperatura ambiente.
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O processo de maceragao foi realizado com dois sistemas de misturas de
solventes: etanol e agua nas propor¢des 1:1 e 3:1 (v/v, respectivamente).

A solucdo extrativa obtida por maceracdo com etanol:agua (v/v) foi feita
baseando-se na técnica desenvolvida por Noriega e colaboradores (2008) com
algumas modificacdes relacionadas a adequacao da relacéo entre droga e a mistura
dos solventes.

Colocou-se um grama de p6 com 50 mL de etanol:agua (1:1), em um béquer.
O sistema foi deixado a temperatura ambiente, ao abrigo da luz e com agitacao
magnética ocasional (duas a trés vezes a cada 24 horas) durante 48 horas. O
extrato obtido foi filtrado a vacuo e o volume completado para 50mL no intuito de
padronizar a concentracao final.

O mesmo procedimento foi adotado para a extragdo com a mistura dos
solventes etanol:dgua na proporcéo (3:1). As solugcdes extrativas resultantes foram
armazenadas sob refrigeracdo a temperatura de 3°C (x1°C) para ser analisada
posteriormente quanto ao teor do 4-NC por CLAE.

Os dois procedimentos de extracdo foram comparados. O procedimento que
apresentou maior extracdo do principio ativo de interesse verificada através da

cromatografia liquida, foi reproduzido utilizando-se 50 gramas de droga vegetal.

4.2.2.2 Extracdo por percolacéo

Diferente do apresentado no item 4.2.2.1, a percolacdo ocorreu com a
renovacao constante do liquido extrator.

Foram realizadas duas percolacdes: 1) percolagédo inicial, com intuito de
avaliar as melhores condi¢bes da extracéo; 2) percolacao final (Lote Unico).

Percolacéo inicial: foi realizada em percolador de vidro com capacidade de
200 gramas. Primeiramente foram utilizados somente 50 gramas da droga vegetal. A
amostra foi umedecida previamente por duas horas.

A montagem do percolador foi feita conforme descrito na Figura 19.
Inicialmente foi colocado algodéo hidrofilico na parte inferior do percolador. Em
seguida, papel de filtro qualitativo foi colocado em cima deste algoddo. A droga
vegetal ja intumescida foi empacotada aos poucos de forma uniforme sem

compactacdo excessiva evitando também a formacdo de espacos vazios ou canais
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que pudessem favorecer o escoamento somente do solvente. Outro papel de filtro foi
acrescentado em cima da droga vegetal e depois uma camada de algodao e
finalmente outro papel de filtro foi adicionado. Para que o sistema permanecesse
nesta ordem de montagem e para que o0 papel ndo se movesse, foram

acrescentados cacos de porcelana e vidros de relégio como peso.

|
I
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Figura 19: Estrutura esquematica de um percolador comum. 1) Algodao; 2) Papel de filtro;
3) Droga vegetal; 4) Papel de filtro; 5) Algodao; 6) Papel de filtro; 7) Vidro de reldgio.

ApoOs a montagem do percolador, o solvente extrator (etanol: agua, 3:1) foi
adicionado (200 mL)até que cobrisse todo o sistema montado. Apds 24 horas, a
torneira do percolador foi aberta para dar inicio a extracao. O fluxo de escoamento
foi ajustado para 0,3 mL/minuto tendo como recipiente coletor um frasco ambar de
boca estreita com capacidade de 1,0 litro.

A extracao foi realizada em duas etapas. Na primeira etapa foi coletado um
volume de 160 mL (80% inicial). Este extrato foi colocado em recipiente ambar e
reservado sob refrigeracdo em camara fria (3°C + 1°C). Apés a retirada deste
volume inicial, a percolagéo foi continuada com monitoramento da presenca do
marcador (4-NC). Este monitoramento do esgotamento da droga foi realizado
coletando-se aliquotas da solugéo extratora. A cada coleta, solucdo de cloreto férrico
na concentracao de 4,5% era gotejada para verificar a presenca do marcador. Essa
solucdo reage com compostos fendlicos alterando a cor original para coloracéo
verde escuro. A percolagéo foi dada como concluida quando n&o foi mais notada a
mudanc¢a de cor do reagente. Isto resultou em um volume final de 750 mL de
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percolado. O extrato foi entdo colocado em baldo de fundo redondo de 1,0 litro para
rotaevaporacdo. Este procedimento foi realizado a uma temperatura de 40°C até o
volume de 40 mL (20% restante do volume calculado da extrac&o). A soma das duas
fracbes (160 mL iniciais mais 40 mL concentrado da segunda percolacéo) resultou

em uma solucao de 200 mL na proporc¢ao de 1:4 (droga:solvente).

Percolacdo final: O extrato hidroalcoolico na percolacdo final foi obtido
utilizando a técnica de esgotamento da droga vegetal com sistema solvente
etanol:agua (3:1) e vazado de 0,4 mL/minuto. 4,0 kg das raizes pulverizadas foram
umedecidos com 0 sistema de solventes por 2 horas antes da confeccdo do
percolador em um béquer de 5 litros. A extracdo foi realizada em percoladores de
aco inox (com capacidade de 1,0kg) e de vidro (com capacidade para 500 gramas),
Figura 20.

Devido o indice de intumescéncia da droga vegetal, foram colocados em cada
percolador de aco inox somente 600 gramas da droga vegetal e 300 gramas nos
percoladores de vidro. A renovacdo dos percoladores de aco inox se deu em média
a cada 20 dias e dos percoladores de vidro a cada 10 dias.

Para o monitoramento do esgotamento da droga, foi realizada cromatografia
de camada delgada (CCD).

A solucao extrativa foi concentrada em rotaevaporador rotativo (Tecnhal® TE-
210), até a proporcdo de 1:4 droga: mistura de solventes. A percolacéo final (Lote
Unico) ainda foi caracterizada em relacdo ao pH, ao teor de solidos sollveis de
acordo com a Farmacopéia Portuguesa VIl (2005), ao teor alcodlico de acordo com a
Farmacopéia Brasileira IV (1988) e a concentracdo do marcador (4-NC).

Para a quantificagdo do marcador, um método analitico por cromatografia
liquida foi desenvolvido e validado seguindo as exigéncias descritas na resolucao

RE n° 899/03 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
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T
Figura 20: Percoladores utilizados: (A) Percoladores de vidro; (B) Percolador de metal.

4.2.3 Caracterizacdo dos extratos

4.2.3.1 Cromatografia de camada delgada para monitoramento do marcador

Placas de silica gel 60 (100 x 40 x 0,2mm) com indicador de fluorescéncia e a
fase movel constituida por hexano:acetato de etila na propor¢do (7:3, v/v), foram
utilizadas com a finalidade de se monitorar o esgotamento do 4-NC durante o
processo de extracao por percolacao.

A presenca de 4-NC era verificada através da revelacdo da placa com o
reativo de anisaldeido sulfirico com posterior aquecimento em estufa a uma

temperatura de 110°C.
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4.2.3.2 Determinacéo do pH

O pH do percolado foi avaliado diretamente sem diluicdo prévia. A leitura foi

realizada em triplicata e a média calculada.

4.2.3.3 Determinacéo de solidos totais sollveis

Realizou-se a determinacdo dos solidos totais sollUveis da extracdo por
maceragao e percolacao.

Para cada ensaio utilizou-se trés pesa-filtros, previamente tarados. Em
seguida, aliguotas de 2 mL de solucéo extrativa foram adicionadas. Os pesa-filtros
foram colocados em estufa a 105°C durante 2 horas. Apos este periodo, foram
deixados em dessecador até atingirem a temperatura ambiente para posterior
pesagem. O célculo para a determinacdo de sélidos totais soluveis foi feito
utilizando-se a massa obtida quando duas leituras sucessivas nao indicaram
diferenca superior a 0,5% (FARMACOPEIA PORTUGUESA VII, 2005).

Os ensaios foram realizados em triplicata e a média dos resultados foi

expressa em porcentagem (%; m/m).

4.2.3.4 Determinacédo do teor alcodlico.

O teor alcodlico foi determinado pelo método de destilacdo simples (Figura
21) de acordo com a Farmacopéia Brasileira IV (1988). Trinta e cinco mililitros do
percolado juntamente com 35mL de agua foram destilados. 33 mL foram coletados e
o volume foi completado para 35mL com agua destilada. Determinou-se a densidade
por picnometria. Utilizando-se a tabela alcoométrica foi avaliada a porcentagem em

volume de alcool.
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Figura 21: Representacdo esqueméatica do sistema de destilagdo simples para a
determinagé&o do teor alcodlico do percolado de Pothomorphe umbellate .

4.2.4 Desenvolvimento e validacdo do método analitico para a quantificacao de
4-NC por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os parametros cromatogréaficos foram testados com base em referéncias
bibliograficas que envolviam a analise de 4-NC.

A coluna cromatogréfica escolhida foi a mais utilizada na literatura C18 para a
quantificacdo do 4-NC. O comprimento de onda (282 nm) foi mantido constante
durante o desenvolvimento da metodologia. Os parametros vazéo da fase mével (0,5
e 1,0 mL/min) e proporcéo dos constituintes da fase movel, bem como a acidificacao
dos mesmos foram testados para otimiza¢cdo do método.

A avaliacdo dos métodos testados foi feita considerando o denominado
“system suitability”, que pode ser definida como um conjunto de testes para garantir
gue o equipamento e o método utilizado estdo aptos a gerar resultados de exatidao
e precisdo aceitaveis (RIBANI et al., 2004).

Os parametros medidos para a verificacdo das melhores condicOes
cromatograficas foram: tempo de retencdo do 4-NC (tempo curto mais com
resolucdo entre o pico do solvente; assimetria do pico (<2); numero de pratos
tedricos (> 2000); desvio padrdo relativo entre as inje¢cbes (DPR <5%), largura e

formato do pico de 4-NC.
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As condi¢des cromatograficas utilizadas para a validagdo do método foram:

e Fase movel (Fase A 90% e fase B 10%): Fase A: metanol acidificado
com 0,1% de &cido acético, Fase B: mistura de agua acidificada com
acido acético 0,1% e: acetonitrila; (90:10), em modo isocratico de
eluicéo,

e Fluxo de fase moével: 1,0 mL/min;

e Volume de injecdo da amostra: 10uL.

e Comprimento de onda: 282 nm;

e Temperatura: 25°C

e Tempo de corrida: 8 minutos

e Coluna cromatografica: fase reversa, ChromSep SS ChromSpher 5

C1s, Varian®, (150mm x 4,6mm x de 5 ym);

As leituras em triplicata das areas obtidas apds injecdo das solucdes foram
realizadas em cromatégrafo liquido Varian® com detector UV-Vis. O método foi
validado através da especificidade, seletividade, limites de quantificacdo e deteccdo
(LQ, LD), linearidade, precisdo e robustez do método seguindo as exigéncias
descritas na Resolucdo RE n° 899 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2003).

4.2.4.1 Avaliacao do parametro de seletividade e especificidade do método analitico

A verificacdo do parametro de seletividade e especificidade do método
cromatografico foi realizada através de comparacao entre solugdes padrdes do ativo;
solucbes extrativas hidroetandlicas; solu¢gdes das amostras dos pellets contendo o

4-NC e solventes utilizados na preparacéo das solucgdes.

4.2.4.2 Avaliacdo do parametro da Linearidade - curva de calibracéo

Verificou-se a linearidade do método cromatografico, preparando-se

curvas de calibracdo com sete solugbes com diferentes concentragcfes em
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triplicata, cujos pontos foram: 200 upg/mL; 150 ug/mL; 100 pg/mL; 75 pg/mL; 50
ug/mL; 25 pg/mL e 10 ug/mL de 4-NC, partindo de uma solucéo padréo de 4-NC a

uma concentracdo de 1,0 mg/mL em etanol.

As curvas de calibracdo foram construidas plotando-se as médias das areas
dos picos (Y) versus as concentragfes do ativo (X). Foram calculados também os
desvios das leituras (DP: Desvio Padrdo e DPR: Desvio Padréo Relativo). O método
foi avaliado quanto a linearidade considerando o coeficiente de correlacdo da reta,

acima de 0,99 e os desvios entre as leituras menores que 5%.

4.2.4.3 Avaliacdo do parametro da Precisdo Intra-corrida (Repetibilidade)

A precisdo pode ser estimada através do desvio padrdo relativo (DPR),
também conhecido como coeficiente de variacdo (CV). O calculo para obtencédo do
DPR esté representado na férmula abaixo. Considera-se um método preciso quando
0 CV néo é superior a 5% (ANVISA, 2003).

DPR (%) ou CV (%) = desvio padrdao x 100
meédia

Segundo a Resolucdo - RE n° 899/03, a precisdo é subdividida em 3 niveis:
repetibilidade (precisao intra-corrida), precisao intermediaria (precisao inter-corridas)
e reprodutibilidade (feita entre laboratorios diferentes).

Seis solucdes foram preparadas a partir do extrato hidroetandlico. 1mL do
extrato foi colocado em baldo volumétrico de 5mL e o volume completado com
etanol grau CLAE. A solucéo resultante foi filtrada utilizando-se membrana 0,45um
de PVDF. 100uL desta solucéo foi colocada em vial contendo 900uL de etanol. Apds
agitacdo em vortex a preparacéo foi injetada no CLAE em duplicata.

O desvio padréo relativo entre os resultados (DPR) foi avaliado.

4.2.4.4 Avaliagdo do parametro da Preciséo Inter-corridas (Preciséo Intermediaria)
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Este procedimento foi realizado duas vezes com analistas diferentes em dias
diferentes. As solucdes foram preparadas da mesma maneira conforme descrito no
item anterior: seis solu¢des partindo da solucdo do extrato hidroetanélico foram
preparadas. Apds analise, o desvio padréao relativo entre os resultados (DPR) foi

avaliado.

4.2.4.5 Avaliacdo do parametro de Limites de Deteccéo (LD) e Quantificacédo (LQ)

Os LD e LQ foram calculados de acordo com as equacdes abaixo,
respectivamente, (BRASIL, 2003).

LD = DPax 3/IC
LQ = DPa x 10/IC

Onde, DPa é o desvio-padréo do intercepto com o eixo do Y de, ho minimo, 3
curvas de calibracdo construidas contendo concentracdes do farmaco proximas ao
suposto limite de quantificacdo. IC € a inclinacdo da curva de calibragéo.

Para a construgdo das curvas, seis solucdes foram preparadas partindo da
solucéo estoque padréao de 4-NC (1mg/mL). As concentracfes variaram de 2,5ug/mL
a 20ug/mL. Foram realizadas triplicata de injecdes de cada um dos vials.

O desvio padrao relativo entre os resultados (DPR) de éarea, o tempo de
retencdo, a assimetria dos picos e numero de pratos tedricos (NPT- USP) também

foram avaliados.

4.2.4.6 Avaliacdo do parametro de Robustez

Um mL do extrato do percolado foi colocado em baldo volumétrico de 5 mL
e 0 volume completado com etanol grau CLAE. A solucdo resultante foi filtrada
utilizando-se membrana 0,45um de PVDF. 100pL desta solucao foi colocada em vial
contendo 900uL de etanol. Apds agitacdo em voértex a preparacéo foi injetada em

triplicata no cromatégrafo variando-se os parametros descritos a seguir no Quadro 4:
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Parametro Especificagéo
281nm
282nm

Comprimento de onda 283nm
0,8mL/min
1,0mL/min

Fluxo de fase movel 1,2mL/min
88:12
Proporcéo de fase movel 90:10
(MeOH &cido: Mistura de 4gua e ACN &cida) 92:8

Quadro 4: ModificagBes realizadas no método para verificagdo do parametro de robustez.

Foram avaliados os desvios padrao relativo (DPR) das triplicatas das injecdes
em relacdo a: area; assimetria, tempo de retencéo (Tr) e niumero de pratos tedricos
(NPT).

4.2.5 Avaliacao da atividade antioxidante

A determinacéo da atividade antioxidante da solucdo de 4-NC padronizado e
do percolado foi avaliada utilizando-se espectrofotdmetro UV-Vis Cary 50 (Varian®)
através da técnica que avalia a atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-

picril-hidrazila, (DPPHe¢), de coloracéo purpura que absorve a 517 nm.

Foi feita diluicdo seriada do percolado em etanol para concentracdes de 4-NC
na faixa de 125 a 0,98 pg/mL. A mesma diluicdo foi feita para o 4-NC isolado.
Solugdo de DPPHe+ (concentracdo de 0,3 mM) foi adicionada a cada solugéo. As
amostras foram deixadas a temperatura ambiente ao abrigo da luz por um periodo
de 30 minutos para que a reacao ocorresse.

O decréscimo na absorcéo foi medido em espectrofotdmetro a 517 nm. Uma
solugéo contendo apenas etanol e DPPH- foi utilizada como branco. As leituras das
amostras foram realizadas em triplicata. A porcentagem de atividade antioxidante
(%AA) que corresponde a quantidade de DDPH consumida pelo antioxidante foi

calculada pela seguinte equacéao:
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%AA=[ (Abs. B — Abs. A)/ Abs.B] x 100
onde:
%AA = porcentagem de atividade antioxidante

Abs. B = absorbancia do branco
Abs. A= absorbancia do percolado testado.

Vitamina E foi utilizada como controle positivo. A concentracao efetiva (CE50)
que é a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracao inicial

de DPPH em 50% foi calculada a partir dos ensaios com o percolado.

4.2.6 Obtencéao dos pellets

A Figura 22 apresenta um fluxograma das etapas desenvolvidas neste
trabalho para a producdo dos pellets. Inicialmente foi feito um liquido de
granulacdo com o proprio percolado e apds rotaevaporacdo, o0 mesmo foi
adicionado a mistura de po6s para obtencdo de uma massa Umida.
Posteriormente foi feita extrusdo e esferonizacdo da massa Umida para
obtencdo dos pellets. Os pellets foram secos e depois revestidos. O
detalhamento de cada etapa do processo de producado esta descrito nos itens

a seguir.
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Liquido de granulagdo
(Mistura de Aerosil + Tween + percolado)

|

Massa umida
(Mistura de CMC+ Lactose+ HPMC + Liquido de granulacdo)

!

Extrusdo

| Esferonizagdo I

—>» Estudo de fotoestabilidade

Revestimento em Leito
fluidizado

v

Pellets revestidos 3! Estudo de fotoestabilidade

Figura 22: Fluxograma das etapas para a producéo de pellets.

Preparacdo do liguido de granulacdo: O liquido de granulacédo foi
preparado utilizando-se o percolado (1000mL), Aerosil® (2,5g) e Tween® 80 (7,5g).

A mistura foi rotaevaporada com rotagcdo média constante e temperatura
variando entre 38 e 40°C, obtendo-se uma suspenséo final de 250 mL. Desta forma,
a suspensao passou a ter uma concentragao teorica de 4mg/mL de 4-NC partindo do
percolado inicial que tinha concentragcdo meédia de 1mg/mL de 4-NC determinada por
cromatografia liquida através do método descrito no item do validagdo do método
analitico.

Obtencdo da massa umida: Para producdo de 500g de pellets utilizou-se
como excipientes: 40% de celulose microcristalina PH101; 8% de lactose e 2%
de Povidona (PVP-K30). A mistura de excipientes foi feita em batedeira
planetaria Arno® com velocidade baixa e constante. Em seguida foi adicionado
o liquido de granulagdo (Percolado concentrado, Aerosil® e Tween® 80) e

misturada até a formacdo de uma massa Umida com consisténcia ideal para a
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extrusdo avaliada quanto a porcentagem de umidade em balanca de infravermelho
(Gehaka® IV 2000).

Extrusdo: A massa Umida foi extrusada em extrusor (Caleva®, Extruder 20,
Figura 23 (A)) equipado com malha de 1 mm de diametro de poro, em rotacéo
constante de 20rpm. A massa foi modelada sob a forma de cilindros com diametro e
tamanho uniformes.

Esferonizacdo: foi feita através da quebra do produto de extrusdo em
comprimentos uniformes e gradualmente moldados em forma esférica por acdo da
placa de esferonizacdo. Os “cilindros” obtidos da extrusdo foram esferonizados em
esferonizador (Caleva®Multi Bowl Spheronizer, Figura 23(B)) a uma rotacdo de
1800rpm por 2 minutos equipado com uma placa de ranhuras radiais.

Secagem: A secagem dos pellets foi realizada logo apdés a esferonizacéo
com auxilio de uma estufa (Lawes® 5 Band, Figura 24 (A)) programada com
temperatura de 30°C por um periodo médio de 24 horas. Os pellets foram mantidos
ao abrigo da luz para evitar a degradacao do principio ativo.

Revestimento: os pellets foram revestidos utilizando-se leito fluidizado
(Mycrolab- H00264-Huttlin®- FS, Figura 24 (B)).

Inicialmente foram avaliados 3 polimeros de revestimento de liberacédo
imediata: HPMC (Opadray YS-1-7006%), Povidona (PVP- K30) e copolimero
constituido por alcool polivinilico e polietilenoglicol (Macrogol-poly(vinyl alcohol)
graft-copolymer, Polyvinyl alcohol-polyethylene glycol graft-copolymer -
Kollicoat IR® em concentragdes descritas na Tabela 1. Foram preparados 200mL de
solucdo de revestimento. A solucao foi mantida sob agitacdo magnética para evitar a

precipitacdo do dioxido de titanio (Figura 25).
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Figura 23: (A) Extrusor (Caleva® Extuder 20) e (B) Esferonizador (Caleva®. Multi Bowl

Spheronizer).

O PEG 6000 foi utilizado como plastificante e o dioxido de titanio como

opacificante.

Os trés lotes revestidos foram avaliados em estudo de fotoestabilidade para

verificar qual polimero apresentava maior protecdo para o 4-NC (Tabela 1 e 2).

Os parametros utilizados no leito fluidizado foram os seguintes:

359 de pellets;

Temperatura do ar de entrada 39°C;
Presséo do ar 1,8m?h:

Ar de pulverizacdo: 11psi;
Microclima: 4,5 psi;

Bomba peristéltica (3rpm; 1,0g/min);
Temperatura da solugéo: 35°C;

Presséo da camara de secagem: -17KPa.

A eficiéncia do revestimento foi avaliada pelas caracteristicas macroscoépicas

e pelo ganho de peso alcancado apds o processo.
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Tabela 1: Componentes das formulagbes para o revestimento dos pellets contendo 4-NC

utilizando-se leito fluidizado.

Formulacdo | Opadray YS-1-7006® Kollicoat IR® PVP K30® | PEG Di6xido de Titanio
6000
1 2% -- -- 3% 3%
2 -- -- 3% 3% 3%
3 -~ 3% -- 3% 3%

= 0

Figura 25: (A) Revestimento dos pellets: Bomba peristéltica (Watson Marlow®, 323); (B)
Leito fluidizado (Mycrolab- HO0264-Huttlin®- FS).
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Tabela 2: Componentes das formulacbes para o revestimento dos pellets contendo 4-NC
utilizando-se Kollicoat IR® e relacdo de ganho de peso para cada lote.

Formulacéo Kollicoat IR® Talco PEG 6000 Dioxido de Ganho de peso
Titanio
1 3% 2% 3% 3% 3%
2 3% 2% 3% 3% 6%
3 3% 2% 3% 3% 9%

4.2.7 Caracterizacdo dos Pellets

Distribuicdo do tamanho: 50g de pellets foram utilizados para a
determinacao da distribuicdo do tamanho através da técnica de tamisacdo (Agitador
de tamises — Sonic Sifter Separator®). Foram utilizados os tamises de malha de 300,
425, 600, 850 e 1000, 1400, 1700 e 2000 um previamente pesados sem pellets. O
equipamento foi operado durante 2 minutos em amplitude 4. No final do teste os
tamises cheios foram pesados e a distribuicdo granulométrica foi determinada
através de construcdo de histogramas. O procedimento de tamizacao foi feito em

triplicata.

Morfologia e rugosidade da superficie dos pellets: A visualizacdo da
morfologia externa dos pellets foi avaliada através de estereomicroscépico Leica®
MZ6 com camera acoplada (Leica® EC3). A morfologia externa dos pellets bem
como a espessura do revestimento foi determinada por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) em um Phenom/ FEI. Os pellets foram previamente revestidos por
uma fina camada de ouro em um sputter coater EM SCD 050/ Leica.

Friabilidade: Seguindo procedimento previsto na Farmacopéia Brasileira 4.
ed. (1988), pesou-se 10g de pellets ndo revestidos as quais foram submetidos a
acdo de um friabildmetro Etica®. Ap6s cem rotacdes, durante cinco minutos, o pé
presente na superficie dos pellets foi retirado através de jato de ar. Posteriormente,
os pellets foram novamente pesados. A diferenca entre o peso inicial e final
representou a friabilidade, em funcdo da percentagem de po perdido. O valor

aceitavel deve ser inferior a 1,5% do peso estabelecido.

4.2.8 Estudo acelerado de fotoestabilidade
A fotoestabilidade do 4-NC foi avaliada na solucéo extrativa (percolado) e na

forma farmacéutica sélida (pellets nédo revestidos e revestidos). As analises foram
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realizadas em camara de fotoestabilidade Nova Etica (424 CF) equipada com
lampadas fluorescentes brancas e lampada fluorescente UV (15W) com distribuicéao
espectral de 320 a 400 nm, com temperatura controlada (25 °C), opticamente
isolada do ambiente externo e com ventilacdo apropriada. As amostras foram
expostas ndao menos que 1,2 milhdes lux/hora, integradas a uma energia de
ultravioleta proxima de ndo menos que 200 watt hora/m?2.

As analises foram projetadas de forma a acompanhar as caracteristicas
fisicas e quimicas das amostras. A padronizacdo das condi¢cdes experimentais foi
realizada, seguindo as normas da Conferéncia Internacional de Harmonizagéao (ICH -
Q1B, 1996).

As amostras foram expostas a uma irradiacdo energética de 98,4 (12 horas),
196,8 (24 horas), 295,2 (36 horas) e 393,6 (48 horas) W/m2. A avaliacdo em CLAE
foi realizada ao retirar as amostras da camara de fotoestabilidade, as quais eram
protegidas, por papel aluminio, de qualquer exposi¢éo a luz. Um controle escuro foi
submetido ao teste para avaliar a possivel degradacdo promovida somente da
temperatura.

Apo6s o desenvolvimento dos testes de fotoestabilidade, as amostras foram
avaliadas quanto as caracteristicas fisicas e & concentracao do principio ativo.

Em relacdo ao estudo de fotoestabilidade do percolado, a solugcédo extrativa foi
diluida em etanol grau CLAE na proporc¢éao (1:1 v/v) e submetida ao teste juntamente
com a solucdo padrdo de 4-NC a uma concentracdo de 0,5 mg/mL. As amostras
foram colocadas em vials crimpados de vidro transparente no intuito de diminuir a
perda de volume por evaporagéo durante todo o teste.

O estudo de fotoestabilidade com os pellets foi feito com 1g de amostra tanto
de pellets ndo revestidos quanto dos revestidos. As amostras foram colocadas em
placas de petri de vidro com tampa e expostas na camara de fotoestabilidade.
Placas-controle foram envolvidas com papel aluminio e colocadas na camara. Ao
final que cada tempo de exposicéo, as amostras foram trituradas em gral. 200 mg do
po resultante foram diluidos em etanol obtendo-se um volume final de 10 mL. Apés
filtracdo, as solucdes foram analisadas por CLAE seguindo as condicoes

cromatograficas descritas na validagéo analitica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

5.1.1 Determinacéo do teor de umidade residual (BORGES, 2005)

A presenca de guantidade excessiva de agua em drogas vegetais propicia o
desenvolvimento de microrganismos, além de favorecer a hidrolise e a atividade
enzimatica levando a deterioracdo dos constituintes da droga.

As andlises realizadas em triplicata mostraram um teor de umidade com
média de 6,33 % + 0,305.

O baixo contetudo de umidade indica que houve eficiéncia durante o processo
de secagem, realizada previamente a pulverizacdo da raiz, e que o material é
estavel (OLIVEIRA et al., 1991).

5.1.2 Determinagéo do teor de cinzas totais

O teste de teor de cinzas é realizado para verificar uma possivel adulteracéo
com substancias inorganicas na amostra (ARAUJO et al., 2006). Os testes
demonstraram um teor médio de 8,25% +0,61 de cinzas nas amostras analisadas.
Esse teor esta dentro dos limites aceitaveis descritos na Farmacopéia Brasileira 42
edicdo parte 1 (1988) que admite o maximo de 14% de cinzas totais. O resultado
indica que a planta possui baixo indice de impurezas inorganicas nao volateis, que

poderiam estar presentes como contaminantes.

5.1.3 Determinacgéo do indice de intumescéncia (l.1.)

O indice de intumescéncia descrito pela Farmacopéia Brasileira 42 edicao,
fasciculo 1l (2000) ndo apresenta um valor limite. Porém, segundo Couto e
colaboradores (2009), é a partir deste indice que se torna possivel calcular a
quantidade necessaria de solvente extra para se desenvolver processos extrativos.

O indice intumescéncia foi realizado com o pé da raiz de Pothomorphe

umbellate e o valor médio obtido apoés trés determinagdes foi de 3,30 mL + 0,87.
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5.1.4 Determinagéo da granulometria da droga vegetal

Em relacdo a distribuicdo granulométrica, a droga vegetal foi classificada
como “p6é semi-fino” de acordo com a classificacdo da Farmacopéia Brasileira 42
edicdo, parte | (1988). A maior porcentagem das particulas estava na faixa de 125 a
250 um, como pode ser observado na Figura 26.

40 - - 100
1% Retida cumulada - 90
- 80
30 4 29,28
- 70
>
- 60 8
©
S 20 - - 50 g
- 16,89 S
ie) F Q
5 r ‘ - 40 <
e z%
o 30 O
S 10 - 8,21 9> S
® I—I—‘ Y
LL
0,69 r 10
0 I T T T T T T 0|-3 T 0
<63 63-90 90-125 125-250 250-500 500-710 >710
Diametro da malha (um)

Figura 26: Distribuicdo granulométrica do p6 da raiz da Pothomorphe umbellate .

Este perfil granulométrico é considerado favoravel para extracao, pois facilita
a percolacéo, a lixiviagado da droga vegetal, evitando uma compactagao excessiva do
po, levando desta forma a uma distribuicdo uniforme do solvente extrator na matéria-

prima disposta dentro do percolador.

5.1.5 Determinacgéao do perfil cromatogréafico do 4-NC da matéria-prima vegetal

A determinacdo de constituintes quimicos relevantes para a identificacdo da
droga vegetal faz parte do protocolo de avaliagdo da qualidade da matéria-prima
empregada em fitoterapicos. Das espécies de Piperaceae que constam na

Farmacopéia Brasileira 4% Ed. (1988) sdo poucos o0s estudos quimico-



57

farmacoldgicos, tendo Kijioa e colaboradores (1980) isolado das raizes da
Pariparoba o composto fendlico 4-NC. Dessa forma, para Pothomorphe umbellata,
um dos marcadores determinantes é a presenca deste fenilpropanéide no perfil
cromatografico em camada delgada (CCD).

Amostras de extrato hidroalcodlico obtido a partir das raizes da espécie
apresentaram perfil cromatografico tipico com relacdo ao 4-nerolidilcatecol, mancha
ogival rocheada com Rf 0,575 (Figura 27 (A)), observada ap6s nebulizacdo do
reativo de anisaldeido-sulfurico seguido de aquecimento em estufa 110°C
(MORAES, 1984). A mesma placa cromatografica quando submetida a luz
ultravioleta a 366 nm (Figura 27 (B)) foi observada a presenca de manchas
arredondadas com as seguintes coloracdes: alaranjanda (Rf 0,075), azul (Rf 0,1; Rf
0,25; Rf 0,7) e amarelada (Rf 0,17) (Tabela 3).

- 8cm
RF: 0,70
»| RF:0,57
L 4.6cm
RF: 0,25
RF: 0,17

Figura 27: Perfil cromatografico em camada delgada das solugfes extrativas e
solucéo de referéncia de 4-nerolidilcatecol visualizado sob luz natural (A) e sob
luz ultravioleta (B). As manchas 1 e 2 referem-se aos extratos obtidos a partir
de Pothomorphe umbellate e a mancha 3 corresponde a aplicacdo da solugdo
referéncia.
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A visualizacdo da placa cromatografica sob luz UV no comprimento de onda a
366 nm mostrou manchas tipicas conforme relatado no trabalho de Kijjoa e
colaboradores (1980), com excec¢ao da mancha amarelada (Rf 0,17) ndo citada pelo
autor. O aparecimento dessa mancha pode ser um indicio de que o exemplar do
espécime coletado por Kijjoa e colaboradores (1980) e o que foi adquirido para a
realizacdo deste experimento foram coletados em épocas diferentes do ano,

cultivadas em solos com caracteristicas nutricionais diversas, com idades diferentes.

A producao de novos metabdlitos secundarios ou a diminuicdo daqueles que
normalmente estdo presentes em maior quantidade na espécie vegetal pode ocorrer
quando a planta € submetida a condicdes ambientais diversas como: falta ou
excesso de agua; solos acidos ou com composicdes quimicas diferentes (PINHEIRO
et al., 2009).

Outra possibilidade para explicar a presenca desta mancha é a ocorréncia de
degradacdo ou reacbes quimicas que propiciam a producdo de bioativos que nao
estariam presentes na planta antes da sua coleta (DINIZ, et. al., 2007). Tais eventos
podem ocorrer mesmo depois da espécie ter sido colhida e armazenada. Além do
mais, as condicdes de processamento e armazenamento da raiz realizadas pelo

fornecedor ndo sdo conhecidas e ndo estédo descritas no laudo da matéria-prima.

Os resultados da caracterizacéo da droga vegetal encontram-se resumidos na
Tabela 4.

Tabela 3: Fatores de retencado (Rf's) das manchas de referéncia e manchas encontradas.

Cor da Mancha Rf Referéncia* | Rf Encontrado
Alaranjada 0,070 0,075
Azul 0,140 0,100
Amarelo - 0,17
Azul 0,27 0,25
Azul 0,64 0,70

* Valores de acordo com Moraes e colaboradores (1984)




Tabela 4: Propriedades fisicas do p6 das raizes de Pothomorphe umbellata.

Ensaio Resultados
Determinacao de Perda por Dessecacéao (%) 6,33 + 0,305*
Teor de Cinzas Totais (%) 8,58 + 0,555*
indice de Intumescéncia (mL) 3,30 + 0,87*

Granulometria (um)

170,26

* Resultados expressos pela média + desvio padrao relativo de trés determinagdes.
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5.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE
Pothomorphe umbellate (L.) Mig.

5.2.1 Extracao por maceragéao

A extracdo do ativo de interesse foi mais eficiente quando a solucdo de
etanol:agua (3:1, v/v) foi utilizada. Tal fato pode ser explicado em relacdo & molécula
do 4-nerolidilcatecol que possui carater apolar devido ao nucleo aromatico e a
cadeia lateral isoprénica. Além disto, trata-se de um composto pouco sollvel em
agua, porém, soluvel em etanol o que faz com que a mistura contendo maior
guantidade de etanol favoreca a extracdo do marcador nessas condicdes. Os
resultados estao expressos na Tabela 5.

Tabela 5: Concentracdo de 4-nerolidilcatecol apdés a extracdo por maceragao
utilizando duas proporc¢ées de etanol:agua.

(Etanol:Agua) Concentragdo 4-NC (ug/ mL)*
1:1 88,90 + 0,44
3:1 146,20 + 0,61

* Resultados expressos pela media + desvio padréo relativo de trés determinacgdes.

Conforme mencionado na metodologia, 50g da droga vegetal foi submetida a
extracdo com etanol:agua (3:1, v/v) resultando em uma solucdo de volume final de
200 mL com proporcao droga:solvente 1:4 (p/v) e concentracéo de 191,60 pug/mL do

marcador 4-nerolidilcatecol.

5.2.2 Extracao por percolacao

De acordo com Sonaglio e colaboradores (2004), 75% a 80% das substancias
passiveis de extragdo estdo presentes no volume inicial de uma percolagéo
fracionada. Levando este dado em consideracéo, calculou-se o volume desejado
para que a concentracdo droga:solvente fosse de 1:4 (p/V). Desta forma, o volume
esperado para o peso de 50g foi um volume de 200 mL de solvente extrator.

A primeira percolacéo, realizada com 50g da droga vegetal apresentou um
teor do 4-NC de 381,10 pg/ mL. Essa extracdo foi realizada com o sistema de

solventes etanol:agua (3:1, v/v), pois mostrou-se mais eficiente na maceracao.
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Comparando os dois processos extrativos observou-se que a percolagao foi
mais eficiente em relacdo & maceracédo, pois a concentracao final do marcador foi
cerca de duas vezes maior que o macerado para os mesmos 50g da droga e o
mesmo tipo de solvente. A porcentagem de rendimento do 4-NC em relacdo a
quantidade de droga vegetal para o processo de maceracdo e percolacao foi de
0,08% e 0,15%, respectivamente.

A vantagem do rendimento da percolacédo é explicado pelo fato de que esse
meétodo extrativo leva ao esgotamento da droga vegetal. Uma vez que existe a
renovacao constante do solvente e o fluxo que € continuo permite retirar totalmente
0 4-NC da droga vegetal. Ja na maceracdo, a saturacdo do solvente extrativo ndo
permite o esgotamento da droga vegetal o que demonstra um menor rendimento
desse processo extrativo.

Diante deste resultado, foi verificado que o sistema solvente etanol:agua (3:1,
v/v) e a percolagdo ofereceram melhor rendimento em relagdo ao marcador. Desta
forma, procedeu-se a extracao final com 6,4 quilos da droga vegetal.

Durante o processo de extracdo de 6,4 kg da droga vegetal, o
acompanhamento do esgotamento do marcador foi realizado através de CCD. Tal
procedimento foi realizado uma vez que cromatografia € considerada um método
mais sensivel quando comparada com o método colorimétrico visual (reacdo
colorimétrica do cloreto férrico a 4,5%) que havia sido empregado na primeira
percolacéo.

A concentracao final do marcador na solucéo extrativa do percolado foi de
1053,20 pg/ mL, em uma solugcéo final de 16 litros, ou seja, 2,76 vezes mais
concentrado que a primeira percolagao.

Como a percolagdo é um tipo de extragdo que exige baixa velocidade de
escoamento e constante renovacéo do solvente, esse processo extrativo exigiu mais
tempo para ser realizado quando comparado ao tempo gasto pela maceracdo. A
percolacdo, mesmo sendo um método mais trabalhoso, sua execugdo mostrou-se
mais vantajosa uma vez que 80% do etanol utilizado foi recuperado no final do
processo através de rotaevaporacdo e a concentracéo final do ativo foi cerca de 5,5
vezes maior que o apresentado na maceracao (Tabela 6).
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Tabela 6: Concentracao do 4-nerolidilcatecol apds processo de extracao.

Método [4-NC ] ug/ mL
Maceracdo 191,60 £ 0,61
Percolacéo 1053,20 + 0,12

* Resultados expressos pela media + desvio padréo relativo de trés
determinacdes

5.3 CARACTERIZACAO DO PERCOLADO

5.3.1 Determinacéao do pH

A determinacéo do pH do percolado (16 litros) foi feita sem diluicao prévia.
Foram realizadas determinacfes em dias diferentes onde pode-se verificar que o
valor manteve-se constante com valor médio de 6,80 + 0,35. Este fato demonstra
gue o percolado estava sendo mantido em condi¢cdes controladas (camara fria 3°C e
ao abrigo da luz) as quais favoreciam a estabilidade do principio ativo. Sabe-se que
a proliferacao de bactérias geralmente provoca a diminui¢do do valor de pH.

Cardoso (2008) verificou que 0 4-NC degrada quando em pH muito &cido.

5.3.2 Determinacao de sélidos totais soluveis

Como o percolado mostrou-se mais eficiente pela quantificacdo obteve-se
uma quantidade maior de sélidos sollveis em relagdo ao macerado. O percolado
apresentou residuo seco de 7,57g + 0,16 e o macerado 3,33g * 0,61 expressos pela

média de duas determinacdes.

5.3.3 Determinacéao do teor alcodlico

A importdncia da determinacdo do teor alcodlico no percolado esta
relacionada com o passo tecnolédgico farmacotécnico. Uma vez que solu¢cdes com
alto teor alcodlico ndo sédo adequadas para 0 uso como liquido de granulacdo. A
alta volatilidade do etanol ndo oferece caracteristicas uniformes para o granulado o
gue pode prejudicar tanto a qualidade do produto intermediario quanto do produto

final.
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O teor alcodlico do percolado foi de 32,72 £ 0,14%. Em relacédo a producédo de
pellets este teor foi ainda menor uma vez que para a obtencdo do liquido de
granulacéo nova rotaevaporacéo foi realizada.

O percolado final foi caracterizado de acordo com métodos farmacopéicos e

os resultados estéo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Caracteristicas do Percolado Final.

Ensaio Resultados
Teor de Sdélidos Soluveis (%) 2,36%* + 0,16
Teor Alcodlico (%) 32,72% +0,14
Densidade 0,95882* + 0,14
pH da solucao extrativa 6,80 + 0,35
Concentracdo do 4-NRC 1,0538 mg/mL* + 0,12

* Resultados expressos pela média + desvio padréo relativo de trés determinagdes

54 OTIMIZACAO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA A
QUANTIFICACAO DO 4-NC POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA

Durante o desenvolvimento do método, optou-se em utilizar acido acético
para acidificacdo da fase mével o que proporcionou uma melhor simetria no pico do
4-NC.

O método escolhido durante o desenvolvimento para posterior validagéo foi o
que apresentou DPR entre injecbes do ativo menor que 5%, assimetria do pico
menor que 1,4; NPT maiores que 2000 e tempo de retencdo com resolugéo entre o
pico do solvente.

O método desenvolvido em modo isocratico garantiu um tempo de corrida de
8 minutos, tendo tempo médio de retencdo do ativo de 5,0 minutos favorecendo
analises rapidas. Além disto, a fase mével constituida por Fase A (90%) de metanol
acidificado com 0,1% de acido acético e Fase B (10%) constituida por uma mistura
de agua e acetonitrila, acidificada com acido acético 0,1% (90: 10), em modo

isocratico de eluicdo, foi adequada para obtencdo de picos simétricos.
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A pressdo da bomba foi baixa ficando estavel em média a 30bar com fluxo de
1,0mL/min. Este fator é interessante uma vez que a baixas pressoes, a vida Gtil tanto
do pistdo da bomba quanto da coluna sdo maiores.

O volume de injecdo da amostra de 10uL apresentou sensibilidade de
deteccdo mesmo em baixas concentracdes do ativo. O comprimento de onda em
282nm foi o escolhido por ser o mais descrito na literatura (Quadro 5).

A coluna utilizada foi a Cig por ser a mais utilizada na deteccdo do 4-NC
descrita na literatura e devido também as caracteristicas quimicas do ativo (Quadro
5).

Os resultados obtidos para todos os parametros da validacdo estao

apresentados nos itens a seguir.

Técnica Coluna Fase movel Fluxo Detector Tipo de Referéncia
amostra
Modo isocratico:
MeOH: agua
(90:10) para 4-NC Eletroquimico, .
. Matriz biologica
C8 e . potencial - ’ ROPKE et al.,
CLAE (75X4,6mm, 3um) (95:5) para alfa- 1,0ut/min 0,600V homggeneizado 2003.
tocoferol. P
KCI 2mM e LiCIO,
20mM,
Avaliou a
c18 Modo isocrético: farmacocinética REZENDE e
CLAE (150X4,6X5mm) MeOH: ACN agua | 1,6mL/min UV: 282nm do 4-NC em BARROS,
' (62:20:18), plasma de rato 2004.
Modo gradiente:
MeOH:
cis ACN:TFAO0,1%: Avaliou os
0-1min: (55:5:40) . UV: 254 e produtos de CARDOSO,
CLAE (250X4,6[T1mx Spm) 1-30min: 1.OmL/min 282nm degradacao do 2008
com pré-coluna: (67:15:18) 4-NC.
30-50min:
(55:5:40)
C18 . . Avaliou extratos
CLAE (250X4,6mmX5um) '\A"gﬁl‘?él';cj’gg'gf’is) 1,0mL/min UV: 282nm de Pothomorphe MA;J(%NA'
' ' umbellate

Quadro 5: Métodos descritos na literatura para a quantificacdo do 4-NC em diferentes tipos
de amostras.
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5.4.1 Avaliagdo do parametro de seletividade do método analitico

A seletividade do método cromatografico péde ser determinada através de
comparacao entre os cromatogramas obtidos a partir da solugédo padréo e das
solugcbes amostra preparadas a partir do extrato hidroetandlico de 4-NC e dos
pellets. A andlise dos cromatogramas demonstrou a inexisténcia de quaisquer
interferentes no mesmo tempo de retencdo do 4-NC. Nao foi observada interferéncia
do solvente ou dos excipientes utilizados na preparacao dos pellets no comprimento
de onda de deteccdo (282 nm) do ativo. As Figuras 28, 29 e 30 apresentam o0s
cromatogramas obtidos a partir da solucdo padréao, da solucdo amostra e do etanol

gue € o diluente, respectivamente.

o
a
NRC

WA

RT [min]
0.5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 6.5 7 7.5 8

Figura 28: Cromatograma da solucdo padrdo de 4-NC (200ug/mL). Condicbes
cromatogréficas: coluna de fase reversa Cjg (150mm x4,6mm x 5um)fase mével: (A:B;
90:10, v/v): ( A= metanol acidificado com 0,1% de &cido acético e B = mistura de agua e
acetonitrila acidificadas com 0,1% de &cido acético (90:10)), em modo isocratico, fluxo de
1,0 mL/min, 10uL de volume de injegao e A=282nm.
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RT [min]
0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8

Figura 29: Cromatograma da solugdo do extrato de 4-NC. Condi¢bes cromatograficas:
coluna de fase reversa Cig (150mm x4,6mm x 5um),fase moével: (A:B; 90:10, v/v): ( A=
metanol acidificado com 0,1% de acido acético e B = mistura de agua e acetonitrila
acidificadas com 0,1% de acido acético (90:10)), em modo isocrético, fluxo de 1,0 mL/min,
10uL de volume de injecdo e A=282nm.

RT [min]
0.5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 6.5 7 75 8

Figura 30: Cromatograma para a verificacdo da especificidade do método utilizando a
injecé@o de etanol (diluente do 4-NC). Condi¢des cromatogréficas: coluna de fase reversa Cig
(150mm x4,6mm x 5um),fase movel (A:B; 90:10, v/v): ( A= metanol acidificado com 0,1% de
acido acético e B = mistura de 4gua e acetonitrila acidificadas com 0,1% de acido acético
(90:10)), em modo isocratico, fluxo de 1,0 mL/min, 10uL de volume de injecao e A=282nm.
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5.4.2 Avaliagdo do parametro da Linearidade - curva de calibragao

A determinacéo da linearidade e intervalo foi executada em triplicata, atraves
da elaboracdo de curvas de calibracdo. A linearidade do método verificou a
proporcionalidade entre as diferentes concentracdes do padrdo e areas.

O coeficiente de correlacdo (r) acima de 0,99 demonstra que as solugdes do
padrdo de 4-NC apresentam correlacdo linear entre as areas e as concentragoes,
indicando que os coeficientes de linearidade sdo adequados (Figura 31). A
linearidade foi verificada no intervalo de concentracédo de 10 a 200 ug/mL utilizando-
se sete valores para a construgdo da curva. Esta faixa de concentracdo possibilitou
detectar o 4-NC dentro dos limites de interesse e a resposta do detector de
ultravioleta conservou-se linear.

Segundo a Resolucdo - RE n°® 899/03 da ANVISA, coeficientes de correlagéo
da curva (r) maior que 0,99 e DPR abaixo de 5% significam linearidade. Assim, a
metodologia analitica desenvolvida demonstrou linearidade uma vez que foi capaz
de demonstrar que as areas foram diretamente proporcionais as concentracées de
4-NC presente nas solucdes, com coeficiente de correlacdo (r) igual a 0,9999;
0,9995 e 0,9999 e coeficientes de variagcdo (CV) inferiores a 5,0% conforme
demonstrado nas Tabela 8 e 9.

A Figura 32 representa 0os cromatogramas obtidos apos injecdo das solucdes

padrédo na faixa de concentracéo para obtencdo da curva de calibracao.

Tabela 8: Resultados das areas dos picos e coeficientes de correlagao (r).

[ Jug/mL Curva 1 Curva 2 Curva 3
10 38,300 35,567 40,267
25 100,767 97,700 99,700
50 193,133 190,733 191,433
75 296,967 296,433 298,200
100 401,933 406,900 397,500
150 596,633 590,300 598,167
200 793,067 773,800 803,400

r =0,9999 r = 0,9995 r =0,9999
Média de r 0,999766667 DP 0,00023094

DPR ou CV 0,023099401
r € o resultado da raiz quadrada de R?, DP= Desvio Padrio:
DPR= Desvio Padréo Relativo = CV= Coeficiente de variacao (%).
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Tabela 9: Construcéo das curvas padrao de 4-NC, relacdo das concentracdes usadas,
areas médias dos picos. * DP = Desvio padréo; ** DPR= Desvio padrao relativo também
conhecido como coeficiente de variagcdo CV%.

[1] Area
ug/mL | Média | pp* | DPR=
10 38,3 0985 | 2,572
—| 25 | 100767 | 1401 | 1301
S| s0 | 193133 | 265 | 1372
S| 75 | 206967 | 3338 | 1,124
100 | 401,033 | 4177 | 1,039
150 | 596,633 | 7,193 | 1,206
200 | 793,067 | 9,872 | 10245

[] Area
ug/mL | Média | pp* | DPRe
10 35567 | 1,021 | 2,872
~| 25 97,7 2476 | 2534
S1 s0o | 190733 | 1955 | 1,005
3| 75 | 206433 | 2136 | 0721
100 406,9 | 2352 | 0578
150 500,3 | 1,735 | 0,204
200 7738 | 7093 | 0917

[] Area
ug/mL | Média | pp* | DPRe
10 40267 | 0404 | 1,004
| 25 99,7 274 | 2,749
1 s0 | 101433 | 0945 | 0404
3| 75 2082 | 6815 | 2,285
100 3975 | 3,724 | 0937
150 | 598,167 | 7,392 | 1236
200 8034 | 2456 | 0306
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Figura 31: Curvas de calibracdo do 4-nerolidilcatecol. Dados da Tabela 9.Condi¢des
cromatogréficas: coluna de fase reversa Cig (150mm x4,6mm x 5um),fase movel (A:B;
90:10, v/v): ( A= metanol acidificado com 0,1% de &cido acético e B = mistura de agua e

acetonitrila acidificadas com 0,1% de acido acético (90:10)), em
1,0 mL/min, 10uL de volume de injegao e A=282nm.
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Figura 32: Cromatogramas das solu¢cdes padrdo de 4-NC
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(10pg/mL a 200ug/mL),

Condi¢des cromatogréficas: coluna de fase reversa Cig (150 mm x4,6mm x 5um),fase
movel: (A:B; 90:10, v/iv): (A= metanol acidificado com 0,1% de &cido acético e B = mistura
de 4gua e acetonitrila acidificadas com 0,1% de acido acético (90:10)), em modo isocratico,

fluxo de 1,0 mL/min, 10uL de volume de injecdo e A=282nm.



70

5.4.3 Avaliagdo do parametro de Precisao

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrdes, sob condicbes definidas (ICH, 1995; INMETRO, 2003).

Neste trabalho, a precisdo foi verificada através da repetibilidade (preciséao
intra-corrida) e precisado intermediaria (precisao inter-corridas) conforme descrito nos

itens a sequir.

5.4.3.1 Repetibilidade

E um tipo de precisdo intra-corrida (ANVISA, 2003). A repetitividade ou
repetibilidade representa a concordancia entre o0s resultados de medicoes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢cdes de
medicdo, mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento, mesmo local,
repeticdes em um curto intervalo de tempo (RIBANI et al., 2004).

A precisao foi verificada através de 6 determinagfes. Os dados obtidos estdo

apresentados na Tabela 10.



Tabela 10: Resultados do parametro de repetibilidade (Preciséo intra-corridas).

Amostra| Areal | Area2 | Média DP* DPR*
1 116 116,8 116,4 0,566 0,486
2 115,9 113,6| 114,75 1,626 1,417
3 112,6 114,8 113,7 1,556 1,368
4 113,1 115,3 114,2 1,556 1,362
5 114,1 111,3 112,7 1,98 1,757
6 1125 111 111,75 1,061 0,949
Média [113,9167 [ DP** 1,623 | DPR** 1,424
DPR
DP total 1,887 | total 1,657
Amostra| Areal | Area2 | Média DP* DPR*
1 112,4 117,8 115,1 3,818 3,317
2 114,6 116 115,3 0,99 0,859
3 114,8 113,4 114,1 0,99 0,868
4 117,3 122,1 119,7 3,394 2,836
5 121,5 123,3 122,4 1,273 1,04
6 109,2 111,2 110,2 1,414 1,283
Média 116,133 | DP** 4,315 | DPR** 3,716
DPR
DP total 4,45 | total 3,832

DP* = Desvio Padréo entre as inje¢6es; DPR*= Desvio Padrdo Relativo entre as inje¢des;
DP**= Desvio Padrao dos valores médios; DPR**= Desvio Padrdo Relativo dos valores médios;
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DP totaI:’ Desvio’Padréo de todos os valores; DPR total = Desvio Padrao Relativo de todos os
valores. Area 1 e Area 2 representam inje¢cdes em duplicata.
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5.4.3.2 Precisao Intermediaria

A precisao intermediaria também é conhecida por precisao inter-corridas. Este
parametro engloba a concordancia entre resultados de um mesmo laboratério, mas
obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes ou com equipamentos
diferentes. Segundo a Resolucéo - RE n° 899/03, recomenda-se um minimo de dois
dias diferentes com analistas diferentes (ANVISA, 2003).

Os valores obtidos dos ensaios de precisdo intra-corrida e precisao
intermediaria durante o periodo de validacdo estdo mostrados na Tabela 11.
Todos os valores para o parametro de precisao estdo de acordo com os limites

recomendados pela Resolugéo - RE n° 899/03.

Tabela 11: Resultados do parametro de precisao intermediéaria, Analista A, primeiro
dia e analista B, segundo dia.

s |Amostra| Areal | Area2 [ Média DP* DPR*
E 1 125,1 120,1 122,60 3,536 2,884
'E 2 130,3 129,4 129,85 0,636 0,49
= 3 132,4 133,7 133,05 0,919 0,691
< 4 130,0 130,9 130,45 0,636 0,488
Z 5 1308| 1288| 129,80 1,414 1,09
ch 6 129,7 129,1 129,40 0,424 0,328
Média 129,1917 | DP** 3,486 | DPR** 2,698

DPR

DP total 3,54 [ total 2,74

« [Amostra| Areal | Area2 | Média DP* DPR*
-g 1 124,2 128 126,1 2,687 2,131
E 2 128,8 124 126,4 3,394 2,685
§ 3 132,8 129,9 131,35 2,051 1,561
i 4 125,7 125,8 125,75 0,071 0,056
g1 s 1308| 131.8| 1313| 0707| 0539
E 6 131 129,1 130,05 1,344 1,033
< Média 128,49 [ DP** 2,687 | DPR** 2,091

DPR

DP total 2,976 | total 2,316

DP* = Desvio Padréo entre as inje¢6es; DPR*= Desvio Padrdo Relativo entre as inje¢des;

DP**= Desvio Padrao dos valores médios; DPR**= Desvio Padrdo Relativo dos valores médios;

DP total= Desvio Padrdao de todos os valores; DPR total = Desvio Padrao Relativo de todos os
valores.
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5.4.4 Avaliacéo do parametro de Limites de Deteccéo (LD) e Quantificacéo (LQ)

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos para a constru¢cdo das curvas
para a determinagédo dos limites de deteccéo e quantificagdo do 4-NC. A Figura 33
apresenta as trés curvas com os R? maiores que 0,99, o que demonstrou linearidade

na faixa de concentracéo analisada.

Os limites calculados através das formulas apresentadas na metodologia

foram: 1,42 e 0,42 pg/mL para LQ e LD, respectivamente.

Tabela 12: Construgcdo das curvas padrdo de 4-NC para verificagdo dos limites de
deteccdo e quantificacdo. Relacdo das concentragfes usadas e areas médias dos
picos cromatograficos.DP= Desvio Padrdo entre as inje¢cdes; DPR= Desvio Padrédo
Relativo entre as injecdes.

[1] Area

ug/mL | Média DP DPR
«| 25 | 5667 | 0208 | 3674
S| 5 | 14833 | 0560 | 3833
3| 10 | 36567 | 0451 | 1233

15 57,2 2,343 4,096

20 | 74,967 | 1,858 | 2,479

[1] Area

ug/mL | Média DP DPR
o~ 2,5 6,967 0,208 2,988
S| 5 | 16367 | 0115 | 0,706
S| 10 | 38833 | 0751 | 1,933

15 63,5 0,608 | 0,958

20 80,1 0,436 | 0,544

[1] Area

ug/mL | Média DP DPR
™ 2,5 6,9 0,2 2,899
S| s | 13867 | 0208 | 1,501
3| 10 40,2 1,513 | 3,764

15 59,1 1,375 | 2,326

20 81,4 0,557 | 0,684
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Figura 33: Curvas para determinagdo dos limites de detec¢cdo e quantificacdo do 4-
nerolidilcatecol. Dados da Tabela 12. Condi¢Bes cromatograficas: coluna de fase reversa Cig
(150 mm x4,6mm x 5um),fase mével: (A:B; 90:10, v/v): (A= metanol acidificado com 0,1%
de acido acético e B = mistura de agua e acetonitrila acidificadas com 0,1% de acido acético
(90:10)), em modo isocratico, fluxo de 1,0 mL/min, 10uL de volume de injegdo € A=282nm.

5.4.5 Avaliacdo do parametro de Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir
a pequenas e deliberadas variacfes dos parametros analiticos tais como: variacdo
do pH de solugcbes e da fase movel, temperatura, diferentes fabricantes de
solventes, variacdo da composicdo e do fluxo da fase movel e diferentes lotes ou
fabricantes de colunas (RIBANI et al., 2004; ANVISA 2003).

O parametro de robustez foi avaliado através de variagdo do comprimento de
onda, fluxo e proporcdo de fase moével. Conforme apresentado na Tabela 13, os
DPR n&o foram maiores que 5% nos resultados de é&rea, tempo de retengéo,
assimetria dos picos e NPT. Isto significa que o método é considerado robusto.

A Tabela 14 apresenta um resumo dos resultados obtidos para os parametros

avaliados na validacdo da metodologia analitica.



Tabela 13: Parametros modificados para demonstrar robustez do método e valores de area; tempo de retencdo; assimetria do pico e NPT
apos cada modificagéo.

Area Média Média dos Média da Média de

Parametro Especificacdo (n=3) DPR** TRs (n=3) DPR** Ass. (n=3) DPR** NPT (n=3) DPR**
281nm 113,6 1,279 517 0,679 1,15 1,506 4856,17 3,021
_ 282nm 114,0 1,625 513 1,351 1,23 0,941 4890,84 4,34

Comprimento
de onda 283nm 113,4 0,954 5,10 1,019 1,16 1,724 4818,04 3,357
0,8mL/min 157,4 0,587 6,40 0,361 1,12 1,546 5370,98 3,959
1,0mL/min 110,2 1,297 5,23 0,689 1,14 0 4949,61 2,066

Fluxo de

fase moével 1,2mL/min 90,90 0,855 4,34 1,056 1,13 1,77 4476,23 1,844
88:12:00 124,1 2,772 6,40 0,361 1,12 1,36 5517,17 4,063
90:10:00 114,1 1,096 5,24 0,331 1,14 4,158 4863,10 3,296

Proporcéo de
fase mével*** 92:08:00 133,7 1,347 4,19 0,138 1,15 0 4568,47 0,384

DPR**= Desvio Padrdo Relativo entre as injecdes; TR=tempo de retencéo do pico cromatografico; NPT= NUmero de pratos tedricos do pico cromatografico e
Ass.= Assimetria do pico cromatogréfico.



Tabela 14: Resultados dos pardmetros avaliados na validacdo da metodologia
analitica.

Parédmetros Resultados

Seletividade/especificidade N&o foi visualizada a presenca de outros picos
no mesmo tempo de retengdo do ativo.

Linearidade r > 0,99 (coeficiente de correlacdo)

Preciséo Repetibilidade (intra-corrida) , DPR < 5,0%

Precisdo intermediaria (analistas A e B , dias
diferentes), DPR < 5,0%

Limites LQ=1,42ug/mL (calculado)
LD=0,42ug/mL(calculado)
Robustez Variagdo do comprimento de onda;

Variacao do fluxo;
Variacao da proporcao de fase mével.
DPR < 5,0%

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Por acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (Re), o
DPPHe é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela, com
consequente desaparecimento da absor¢céao, podendo a mesma ser monitorada
pelo decréscimo da absorbancia.

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a
quantidade de DPPH- consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade
antioxidante necessaria para decrescer a concentragao inicial de DPPHes em
50% é denominada concentracéo eficiente (CEsp). Quanto maior o consumo de
DPPHe por uma amostra menor sera a sua CEsgp € maior sua atividade
antioxidante.

Os resultados da porcentagem de atividade antioxidante obtidas para
diferentes concentracdes de 4-NC isolado, 4-NC presente no percolado,
vitamina E e percolado contendo EDTA estdo apresentados na Tabela 15

A Figura 34 apresenta a curva de resposta da concentracéo efetiva da
atividade antioxidante do percolado, do 4-NC isolado, da vitamina E e do
percolado contendo EDTA.

Considerando as equacdes expressas na Tabelal5, o valor
correspondente a 50% é de 6,88ug/mL de 4-NC presente no percolado sendo
um valor menor que o apresentado pela vitamina E (13,23 pg/mL) que foi
utilizada como controle da reagcéo. O valor do ECsy encontrado para o 4-NC



isolado e para o 4-NC presente no percolado € cerca de duas vezes mais

potente que a vitamina E utilizada no estudo.

Desta forma, o 4-NC possui atividade antioxidante maior que o

apresentado pela vitamina E.

Tabela 15: Resultados das leituras de absorbancia e ECs, obtidas do teste de
atividade antioxidante.

Concentragéo YoAA
(ug/mL) 4-NC Vit.E Percolado Perc. EDTA
125 96,19 96,62 79,43 87,65
31,25 96,46 94,31 76,86 87,71
15,6 96,52 54,70 75,36 77,22
7,81 69,36 26,59 73,45 64,71
3,9 33,51 11,71 44,84 23,48
1,95 14,72 5,17 19,11 6,60
0,975 10,40 0,00 6,40 2,47
CE50 (ug/mL) 5,62 13,23 6,88 6,03
Equacses | Y= 21,023In(x) + 13,671 | y = 21,599In(x) - 5,7896 | y = 16,175In(x) + 18,798 | y = 15,623In(x) + 13,572
R2=0,8538 R2=0,9022 R2=10,7871 R2=0,8073
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Figura 34: Curva para avaliacdo da concentracdo efetiva da atividade antioxidante do
4-NC, da vitamina E, do percolado e do percolado contendo EDTA.

Observa-se que a atividade antioxidante expressa pelo percolado

contendo EDTA foi maior quando comparada com o percolado sem a presenca

do quelante. Isto pode ser justificado pelo fato do percolado ser um extrato



vegetal que contém uma mistura de substancias, as quais podem apresentar
atividade oxidante. Tais componentes podem diminuir a acdo do 4-NC. Com
iIsso, o EDTA provavelmente pode ter reagido com estas substancias oxidantes
o que favoreceu o aumento da atividade antioxidante do 4-NC presente no

percolado.

5.6 OBTENCAO DOS PELLETS

Preparacdo do liquido de granulacdo: O liquido de granulacdo foi
preparado utilizando-se o percolado (1000mL), dioxido de silicio coloidal (SiO,)
(Aerosil 200° - 2,5¢) e polissorbato (Tween® 80 -7,5g).

O diéxido de silicio coloidal (SiO,) (Aerosil 200® ) foi utilizado como
agente antiaderente. J4 o tensoativo (Tween® 80) foi adicionado no liquido de
granulacéo para facilitar a solubilizacdo do 4-NC.

Os excipientes foram adicionados ao percolado antes da rotaevaporagao
com intuito de minimizar as perdas residuais no baldo, devido ao aspecto
oleoso do percolado, quando em solucéo de baixo teor alcodlico.

Apoés a rotaevaporacdo, o liquido de granulacao foi avaliado quanto a
concentracdo de 4-NC através de cromatografia liquida de alta eficiéncia para
verificar se havia degradacéao durante o processo de evaporacao.

6,03mg/mL de 4-NC estavam presentes na solucéo de granulacdo o que
comprova que ndo houve a degradacdo do ativo mesmo com o acréscimo de
outros componentes que poderiam reagir ou inativar o 4-NC.

A concentracao final de didxido de silicio coloidal e tensoativo no liquido
de granulacao apos rotaevaporacao foi de 1% e 3%, respectivamente.

A porcentagem de sélidos presentes no liquido de granulacdo avaliada

por balanca de infravermelho foi de 7,75 + 2,73%.

Obtencdo da massa umida: Os excipientes utilizados para a obtengéo
dos pellets foram: celulose microcristalina PH101 (40%); alfa-lactose (8%) e
Povidona (PVP- K30) (2%) e liquido de granulagao (50%).

A celulose microcristalina (CMC) foi escolhida uma vez que é
amplamente utilizada na fabricacdo de pellets em decorréncia da capacidade

diluente e aglutinante.



Estudos tém sido propostos para explicar o uso da CMC durante a
extrusdo e esferonizagdo. Segundo Dukic-Ott e colaboradores (2009), duas
propostas tem sido feitas. A primeira refere-se ao fato de que a CMC funcione
como uma “esponja” molecular. As particulas de CMC retém agua e durante a
extrusdo, a agua no interior da estrutura atua como um lubrificante. Apds a
extrusdo, o volume da “esponja” se expande e se apresenta seca e quebradica
com facilidade para quebrar durante a fase inicial da esferonizagéo. A segunda
teoria defende que a celulose funcione como um gel cristalino, ou seja, na
presenca de agua na granulacdo e durante a extrusdo, a CMC é quebrada em
unidades menores formando um gel com particulas com tamanho coloidal.
Esses cristais e as particulas formam uma rede ligante que imobilizam o liquido

de granulacao.

A adicdo da alfa-lactose (lactose mono-hidratada) foi necesséaria para
gue a massa atingisse a umidade adequada para o processo de extrusao.
Segundo Santos e colaboradores (2002), a celulose microcristalina pode ser
acompanhada por um polimero hidréfilo (por exemplo, a lactose) visando a
melhoria da extrusdo e esferonizacdo uma vez que torna estes procedimentos
menos sensiveis a alteracdes das variaveis de processo. Além disso, melhora

o rendimento e a esfericidade dos pellets.

Por ser um polimero hidrofilico, a lactose facilitou a extrusdo e
esferonizacdo garantindo desta forma a obtencdo de pellets com distribuicdo

de tamanho mais homogénea.

Povidona (PVP-K30) foi utilizada como agente desintegrante por possuir

grande capacidade de hidratacdo e intumescimento.

A Figura 35 mostra o granulado obtido apés mistura dos pés e adicédo do
liquido de granulacéao.

A umidade do granulado determinada foi de 28% o que foi considerada
adequada para a extrusdo uma vez que ndo houve formacdo de pés e nem
aglomeracéao total da massa durante o processo de esferonizagédo. A umidade
presente no produto intermediario foi responsavel pela a plasticidade desse
produto (Figura 36). Essa plasticidade conferiu maleabilidade suficiente para
que esse produto fosse moldado em diferentes estagios (Figura 36) até a

formacao dos pellets (Figuras 37 e 38).



Para producdo de pellets as concentracdes de 40% de celulose
microcristalina PH101; 8% de lactose e 2% de Povidona (PVP-K30%)
apresentaram melhores caracteristicas para o produto final com umidade de
28%. Quando utilizou-se 33% de CMC, 15% de lactose e 2% de Povidona a
massa resultante apresentou umidade de 31%, o que ocasionou
aglomeragédo dos pellets. Diferentemente, quando utilizou-se 43% de
CMC, 5% de lactose e 2% de Povidona, a umidade obtida foi de 24% o que

resultou em formacao de p6 durante o processo de esferonizacao.

Figura 36: Produto Intermediario: (A) e (B) Extrudes na malha de extruséo; (C)
Extrudes ap0s a extrusao.



Figura 37: (A) Formacdo de pellets
esferonizador, ao final do processo.

Figura 38: Pellets ap6s processo de secagem, imagem obtida em estereomicroscépio

(Leica® MZ6, com camera Leica® EC3).

Revestimento dos pellets: Os pellets formados a partir do granulado
foram revestidos. Os polimeros escolhidos para o revestimento foram: HPMC
(Opadray®), Povidona (PVP-K30®) e copolimero constituido por alcool
polivinilico e polietilenoglicol (Kollicoat IR®) uma vez que sdo usados em

sistemas para liberagéo imediata.

As principais caracteristicas comuns entre estes trés polimeros sintéticos
incluem: a hidrosolubilidade, a capacidade de formacéo de filmes flexiveis e

facilidade de aplicacdo nas formas farmacéuticas (PORTER et al., 2009).



O HPMC (Opadray®) é largamente utilizado como excipiente em
formulagbes farmacéuticas orais e tépicas sendo usado também
extensivamente em produtos cosméticos e alimentares.

Outro polimero escolhido para revestimento foi a Povidona (PVP — K30)
a qual forma filmes duros, transparentes e sedosos. O PVP tem varios graus de
viscosidade, dentre os quais o PVP K-30, K-90 e K-120. Neste trabalho, o PVP
K-30 foi selecionado como polimero de revestimento.

Kollicoat® IR (copolimero constituido por alcool polivinilico e
polietilenoglicol) € usado como agente formador de filme para formulacdes de
liberag&o imediata.

A intencao do trabalho em produzir pellets de liberacdo imediata se deve
ao fato do ativo 4-NC ser degradado em pH basico. Assim, o 4-NC deve ser
liberado no estbmago.

Dentre os trés polimeros utilizados no revestimento dos pellets, o
Kollicoat® IR foi o que melhor apresentou fotoprotecdo ao ativo de acordo com
os resultados descritos nos itens 5.8.2 e 5.8.3.

Povidona e o HPMC sdo homopolimeros, ja o Kollicoat® IR apresenta
duas unidades monoméricas. Os homopolimeros apresentam filmes mais
pegajosos, com maior viscosidade em relacdo ao Kollicoat que foi usado na
mesma concentracao.

As solucbes de revestimento com baixa viscosidade formam filmes de
melhor aderéncia. O Kollicoat comparado com os homopolimeros forma uma
barreira mais eficiente de protecédo contra a umidade e oxidacdo (PORTER et
al., 2009).



5.7 CARACTERIZACAO DOS PELLETS

Distribuicdo do tamanho: O histograma apresentado na Figura 39 mostra a
distribuicdo do tamanho dos pellets produzidos. A média de tamanho foi de
1000pm.

Uma distribuicdo uniforme de tamanho é de fundamental importancia
para que ndo haja a segregacdo dos pellets e conseqiente variacdo na
quantidade do principio ativo e alteracdo na biodisponibilidade de uma unidade

farmacéutica para outra.
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Figura 39: Distribuicdo do tamanho dos pellets.

Morfologia: A morfologia externa dos pellets foi avaliada através de
esteromicroscopico Leica® MZ6 com camera acoplada (Leica® EC3), Figura 38,
e por Microscopia Eletrénica de Varredura em um Phenom/ FEI (Figura 40). A
espessura do revestimento dos pellets feitos com Kollicoat® IR estdo
apresentadas na Figura 40, sendo Figura 40(A) espessura média de 19,3um;
Figura 40 (B): 36;2um e Figura 40(C) de 41,6um.

Friabilidade: Os pellets submetidos ao ensaio de friabilidade apresentaram
porcentagem de po6 perdido menor que 0,5% o0 que esta dentro do valor
aceitavel pela Farmacopéia Brasileira (1988).



Figura 40: Fotomicrografias dos pellets obtidas por MEV: (A) Pellet revestido com
Kollicoat® IR com ganho de peso de 3%; (B) Pellet revestido com Kollicoat® IR com
ganho de peso de 6%; (C) Pellet revestido com Kollicoat® IR com ganho de peso de
9%.



5.8 ESTUDO ACELERADO DE FOTOESTABILIDADE
5.8.1 Fotoestabilidade do percolado

De acordo com a Figura 41, no estudo de fotoestabilidade, a solucéo
padrao de 4-NC apresentou maior estabilidade quando comparada ao 4-NC
presente no percolado diluido. Apesar do percolado apresentar coloracdo
escura, o que poderia diminuir a incidéncia de radiacdo da luz durante o estudo
oferecendo maior protecdo ao ativo, isto ndo foi observado. Este fato pode ser
explicado pela ocorréncia de catélise de degradacdo do 4-NC por outros
componentes presentes no extrato.

Essas substancias podem diminuir a atividade antioxidante do 4-NC conforme

apresentado no estudo de desenvolvido no item de atividade antioxidante.
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Figura 41: Resultados do estudo de fotoestabilidade do percolado diluido (1:1,v/v) e
do 4-NC. O percolado final foi diluido com etanol (1:1, v/v). As amostras controle
ficaram protegidas da luz, mas mantidas dentro da camara de fotoestabilidade durante
0 tempo de exposicao.

A Figura 42 apresenta a tendéncia de degradacéo do 4-NC presente nos
pellets, no percolado e na solugcédo padrdo do ativo. Conforme observado, a
cinética de degradacdo da solucdo padrédo do 4-NC é linear quando plota-se



concentracdo versus o tempo de exposicao, isto € um indicativo que a reacao
de degradacdo € de ordem zero. Ou seja, mesmo que ocorra aumento da
concentracéo do reagente a velocidade permanece inalterada.

Em contrapartida, nas mesmas condicfes, a reacado de degradacdo do
4-NC presente no percolado e nos pellets sem revestimento ndo € linear. Isto
indica que a velocidade de degradacdo do ativo é dependente da
concentragao.

A degradacdo do 4-NC presente nos pellets ndo revestidos e no
percolado foi mais acelerada quando comparada ao padrao.

No percolado, isto pode ser explicado por se tratar de uma solucao
liquida que continha outros componentes oxidantes oriundos da extracdo. Ja
em relacdo aos pellets sem revestimento, a degradacdo pode ser explicada
considerando que a celulose microcristalina que atua como uma “esponja’
molecular (DUKIC-OTT et al., 2009) o que ao ser pressionada ao passar pela
rede do extrusor ela acaba expondo o liquido de granulacdo. Com isso, a maior
parte do 4-NC pode ficar exposta na superficie do pellet o que aumenta a
fotodegradacao do ativo.

Diante deste fato, verificou-se a necessidade de revestir os pellets para
evitar a degradacéo do ativo.
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Figura 42: Tendéncia de degradagdo do 4-NC presente no pellet sem revestimento
(Pellet CMC); no percolado diluido (Perc. Dil.) e do 4-NC padrdo em solucéo etandlica.
5.8.2 Fotoestabilidade dos pellets sem revestimento e revestidos com
HPMC, Povidona e Copolimero.

A Figura 43 apresenta os resultados do estudo de fotoestabilidade dos
pellets sem revestimento (SR); pellets revestidos com HPMC (Opadray®);
pellets revestidos com Povidona (PVP- K30) e pellets revestidos com o
copolimero (Kollicoat®IR). Observou-se que o perfil da degradacéo do 4-NC
presente nos pellets ndo revestidos e os revestidos com HPMC e revestidos
com Povidona apresentou uma velocidade maior do que apresentada pelos
pellets revestidos com o copolimero (Kollicoat®IR).

Mesmo adicionando-se opacificante (diéxido de titanio) nas solucdes de
revestimento com HPMC e Povidona, a degradacao do ativo foi maior quando
comparada com o copolimero (Kollicoat®IR). Estruturalmente, o HPMC e a
Povidona s@o homopolimeros e o Kollicoat®lR é um copolimero. Segundo
Porter e colaboradores (2009), os copolimeros apresentam melhor aderéncia a

superficie dos pellets e menor pegajosidade quando comparados com 0S



homopolimeros.
Desta forma, o Kollicoat® foi o polimero escolhido para producdo de
novos revestimentos variando-se o ganho de peso dos pellets para novo teste

de fotoestabilidade.
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Figura 43: Resultados do estudo de fotoestabilidade dos pellets. Pellets sem
revestimento (SR), pellets revestidos com HPMC (Opadray® ), pellets revestidos com
povidona (PVP-K30) e pellets revestidos com copolimero (Kollicoat®).

5.8.3 Fotoestabilidade dos pellets revestidos com copolimero (3%, 6% e
9% de ganho de peso)

Os resultados do estudo de fotoestabilidade dos pellets sem
revestimento (SR) e pellets revestidos com o copolimero (Kollicoat® IR) tendo
um ganho de peso de 3%, 6% e 9% estdo apresentados na Figura 44.

Observa-se na Figura 44 que os pellets revestidos com o copolimero
com 3% de ganho de peso apresentaram menor protecdo contra a degradacéo
do ativo devido a camada mais fina de revestimento em relacéo as formulacdes
de 6% e 9% de ganho de peso.

Os pellets com ganho de peso de 6% apresentaram protecdo cerca de
20% maior em relacdo aos pellets produzidos com o menor ganho de peso.
Entretanto, os pellets com o maior ganho de peso ficaram apenas 3% mais
protegidos comparados aos pellets com ganho de peso de 6% mesmo o

primeiro tendo cerca de 30% a mais de revestimento.
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Figura 44: Resultados do estudo de fotoestabilidade dos pellets sem revestimento
(SR); pellets revestidos com copolimero (Kollicoat®) 3%, 6% e 9% em ganho de peso.

A Figura 45 compara os perfis de degradacdo do ativo presente no
percolado diluido (Perc. Dil.), nos pellets sem revestimento (Pellet SR), nos
pellets revestidos com copolimero com ganho de peso de 9% e o padrao de 4-
NC.

Os revestidos com copolimero protegeu cerca de 23% o 4-NC em
relacdo a solucdo padrdo do ativo apds 48h e em relagcdo ao percolado cerca
de 60%.

Nos pellets sem revestimento o 4-NC ficou cerca de 25% menos
protegido quando comparado com a solucdo padréo de 4-NC e cerca de 10%
mais protegido quando comparado com o 4-NC presente no percolado ao final
do tempo do experimento.

Na amostra do percolado, no tempo de 48 horas, nao foi possivel

detectar o ativo.
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Figura 45: Resultados do estudo de fotoestabilidade do percolado diluido (Perc. Dil.)
dos pellets sem revestimento (Pellet SR); do 4-NC e pellets revestidos com copolimero
(Kollicoat®) 9% em ganho de peso.

A Figura 46 mostra que a velocidade de degradacédo do 4-NC presente
no percolado em relacdo ao do 4-NC presente no pellet revestido com o
copolimero com ganho de peso de 9% € maior. Conforme apresentado na
figura, a tendéncia de degradacdo plotada entre a concentragcdo versus o0
tempo no pellet revestido € linear o que indica que a degradacéo do 4-NC nao
depende da concentracdo do ativo. E o no percolado, como ja foi anteriormente
explanado, depende da concentragéo do ativo.

A constante de degradacédo do 4-NC no padréo € de - 0,1611 e do 4-NC
presente no pellet revestido com o copolimero é de -0,0993. A peletizacao e o
revestimento dos pellets contendo o percolado diminuiram em cerca de 60% a
velocidade de degradacéo do ativo quando comparada com a solugéo do 4-NC
isolado.
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Figura 46: Tendéncia de degradacgéo do 4-NC presente no pellet revestido (Pellet Kol.
9% em ganho de peso) e do 4-NC no percolado.



6. CONCLUSOES

* A percolacédo foi o processo mais eficiente na extracao do 4-NC.

« A producéo dos pellets a partir da técnica de extrusdo/esferonizagédo foi

satisfatoria apresentando um produto de tamanho uniforme.
« O método analitico apresentou linearidade, preciséao e robustez.

* No estudo de fotoestabilidade do 4-NC presente nos pellets revestidos, o
copolimero utilizado no revestimento foi 0 que ofereceu maior protecao

para o ativo 4-NC contra a fotodegradagéo.

* Considerando a inviabilidade de obtencdo de formas farmacéuticas
sblidas com o ativo puro, o uso do extrato contendo o 4-NC é
considerado mais vantajoso uma vez que a tecnologia farmacéutica

pode melhorar a estabilidade do ativo contra a degradagao.
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