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RESUMO

A espécie vegetal Casearia sylvestris ¢ uma planta nativa do Brasil e de uso
tradicional, sendo utilizada popularmente para combate de doengas do trato digestorio.
Seus extratos € mesmo substancias purificadas apresentaram diversas atividades
farmacoldgicas, sendo a mais eficaz a agdo antiulcerogénica. Neste trabalho,
desenvolveram-se granulados a partir do extrato etan6lico de folhas de C. sylvestris. A
metodologia envolve métodos de extracdo de droga vegetais, granulagdo via imida e

ensaios de caracterizacdo do perfil micromeritico dos granulados.
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1. INTRODUGCAO

O consumo de plantas medicinais e de produtos fitoterapicos vem sendo algo
surpreendente nos ultimos anos, constituindo, assim, segmento farmacéutico bastante
promissor. Este fato ¢ denotado principalmente pela consequéncia da facilidade ao
acesso, baixo custo de aquisi¢do e a disseminagdo de seu uso popular (SOUZA
ARAUJO et al., 20006).

No Brasil, tem-se observado a cada ano a atualizacdo da lista RENAME, o
nimero crescente de fitoterdpicos que passam a ser inseridos; com isso, foram
instituidas diversas politicas e legislagdes que estimulam o desenvolvimento
tecnologico de medicamentos oriundos de plantas medicinais. Segundo a ANVISA,
medicamentos fitoterapicos sdo aqueles obtidos com emprego exclusivo de matérias-
primas ativas vegetais, cuja eficicia e seguranca sdao validadas por meio de
levantamentos etnofarmacolodgicos, de utilizagdo, documentagdes tecnocientificas ou
evidéncias clinicas. Nao se considera medicamento fitoterapico aquele que possui em
sua composi¢do substancias ativas isoladas, sintéticas ou naturais, nem as associacoes

dessas com extratos vegetais (ANVISA, 2004).

O conceito de medicamentos fitoterdpicos estabelecido pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria na Resolugdo RDC n. 14/2010 determina que estes devem
atender a mesma trilogia exigida para outros medicamentos: EFICACIA,
SEGURANCA e QUALIDADE. A producdo de um medicamento fitoterapico deve
considerar todos os critérios adotados na producdo de medicamentos, obedecendo as
Boas Praticas de Fabrica¢dao ¢ de Controle de Qualidade, além de outros critérios

proprios dos fitoterapicos, que serdo abordados adiante. A producdo de medicamentos



fitoterapicos envolve, entre outras, as etapas descritas e apresentadas no Quadro 1

relacionadas a extragdo de drogas vegetais.

Quadro 1: Etapas principais da produ¢do de extratos de drogas vegetais.

1. Cultivo, extrativismo ou manejo sustentavel de populagdes nativas.
2. Coleta ou colheita.

3. Estabilizacdo e secagem do material vegetal.

4. Fragmentacdo/moagem.

5. Armazenamento da droga vegetal.

6. Extragdo; alternativamente, obtencao de fragdo padronizada.

Dentre as etapas de produgdo do extrato vegetal de C. sylvestris,vale ressaltar
que cada uma tem suma importancia na producdo de um extrato com concentragdo de
diterpenos ideais que proporcionam a atividade antiulcerogénica. Na etapa de cultivo, o
meio ambiente no qual a planta foi cultivada interfere diretamente na produ¢do dos
metabolitos secundarios, pois as alteracdes no meio ambiente como frio, falta de agua
acarretam na maior produgdo de metabolios secundarios. Posteriormente, ha a etapa de
extracdo, que deve ser eficaz para possibilitar a extragdo dos diterpenos contidos nas
folhas de C. sylvestris. O sistema solvente utilizado deve possibilitar a solubilizagdo dos
marcadores, ¢ o método extrativo deve condicionar sua maxima extracdo, devendo
considerar a temperatura, agitacdo e tempo de extracdo. Neste estudo, foram realizados
dois tipos de extragdo por maceracdo: maceragdo comum € maceragao com aplicacdo de
ultrassom. O armazenamento ideial para o extrato etanolico de C. sylvestris é em
geladeira e frasco vidro ambar, pois a luz e temperaturas acima de 40 °C degradam as

casearinas.
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Para ser registrado, produzido e comercializado, o fitoterdpico deve atender aos
padrdes de eficdcia e seguranga aceitaveis, através da comprovagdo por estudos pré-
clinicos e clinicos, juntamente com dados de levantamentos etnofarmacologicos. Este
estudo tem como finalidade o atendimento a necessidade de elaborar uma forma
farmacéutica que viabilize o estudo clinico do medicamento. A padronizag¢ao final do
fitoterapico e, consequentemente, sua qualidade, dependem da padronizacao e validacao
das etapas acima citadas (ANVISA, 2010).

O controle de qualidade de medicamentos fitoterapicos pode ser dividido em 3
grupos de ensaios, segundo suas finalidades. Os Ensaios de Autenticidade ou de
Identifica¢do t€m por objetivo confirmar a identidade da droga vegetal e/ou da planta
medicinal. Os Ensaios de Avaliacdo de Pureza determinam a presenga de impurezas ou
o grau de pureza da matéria-prima vegetal. As Andlises Quimicas t€ém por objetivo
principal a identificacdo e a quantificagdo de marcadores em matérias-primas vegetais e
medicamentos fitoterdpicos, metodologia que esta explicitada neste trabalho.

Segundo a ANVISA, marcador ¢ o componente ou classe de compostos
quimicos presente na matéria-prima vegetal, idealmente o proprio principio ativo e,
preferencialmente, que tenha correlagdo com o efeito terapéutico, que € utilizado como
referéncia no controle de qualidade da matéria-prima vegetal e dos medicamentos
fitoterapicos.

No controle de qualidade de medicamentos ndo fitoterapicos, sdo realizados
ensaios para identificacdo e quantificagdo dos principios ativos ou farmacos. No caso
dos medicamentos fitoterapicos, nem sempre as substancias ativas sao conhecidas.
Quando as substancias responsaveis pela atividade farmacologica/efeito terapéutico ndo

sdo conhecidas, elegem-se marcadores quimicos para a espécie vegetal, no caso da C.
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sylvestris, droga vegetal deste estudo, os marcadores sdo conhecidos: os diterpenos
clerodanicos do tipo casearinas.

A determinacdo dos principios ativos na espécie vegetal em estudo,
responsaveis por sua atividade farmacologica ou o estabelecimento de marcadores
quimicos ¢ fundamental para o desenvolvimento, a padronizacdo e o controle de
qualidade de fitoterapicos. O conhecimento dos principios ativos contribui para o
estabelecimento do mecanismos de agdo (farmacologico e toxicoldgico) e da relagdo
estrutura-atividade. Os estudos farmacologicos com os extratos devem ser desenhados
considerando-se a concentragdo de marcadores. O desenvolvimento das formas
farmacéuticas para o fitoterapico também depende do conhecimento sobre o teor de

marcadores (LI et al., 2008).

Apesar do grande numero de plantas usadas popularmente e do grande numero
de pesquisas com plantas medicinais no Brasil, ainda ha poucos exemplos de
medicamentos fitoterapicos a partir de plantas nativas. Com o desenvolvimento de uma
formulacdo, damos o primeiro passo para o desenvolvimento de um medicamento
fitoterapico contendo extrato de C. sylvestris. Com a criagdo de uma forma farmacéutica
solida, a posologia podera ser estabelecida e entdo, propor-se-& uma terapia

medicamentosa com seguranca ¢ eficacia a populagao.

1.1. Casearia Sylvestris

A espécie vegetal objeto deste estudo possui diversas caracteristicas que foram
determinantes em sua escolha. Primeiramente, ¢ uma planta nativa do Brasil e de uso
tradicional confirmado por estudos etnofarmacolédgicos, sendo utilizada popularmente
em doengas do trato digestorio (ex. ulceras, gastrites), dentre outras aplicagdes. E

encontrada em diferentes regides de nosso pais e passivel de cultivo doméstico, ja
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havendo produtores agricolas que a cultivam. Seu extrato e mesmo substincias
purificadas apresentaram baixa toxicidade e diversas atividades farmacoldgicas,
destacando-se a atividade antiulcerogénica (ANVISA, 2010). Varios metabolitos
secundarios foram isolados e/ou identificados em extratos desta espécie, incluindo
sesquiterpenos e diterpenos. A propria ANVISA reconheceu a importancia desta planta
medicinal ao inclui-la no Anexo I da Resolugdo n. 10/2010, que trata da notificacao de
drogas vegetais (isentas de prescricdo médica) para o uso na forma de infusdo, decoccao

ou maceracao com agua (ANVISA, 2010).

C. sylvestris Swartz (se¢do Crateria Bentham) esta classificada na tribo
Samydeae, familia Salicaceae e ordem Malpighiales (CHASE et al., 2002). Trata-se de
uma espécie vegetal arbdrea ou subarbustiva (1,5-15 m de altura) com ampla
distribuicdo no Brasil, apresentando uma série de nomes comuns: guagatonga, cha-de-
bugre, erva-de-bugre, erva-de-lagarto, cafezinho-do-mato, cambroé, paratudo, etc. E
encontrada em quase todas as formacdes florestais e sua ocorréncia foi relatada em 22
estados e no Distrito Federal (ABSY e SCAVONE, 1973; HOEHNE, 1939; LORENZI,
1992; MARQUETE, 2001). A familia Salicaceae possui distribui¢do cosmopolita,
incluindo cerca de 50 géneros e 1.000 espécies. O género Casearia Jacquin (tribo
Samydeae) possui cerca de 180 espécies com distribuicdo pantropical (SLEUMER,
1980; TORRES, YAMAMOTO, 1986). Segundo Record e Hess (BASILE et al., 1990)
70 espécies do género ocorrem no Brasil.

C. sylvestris tem uma historia rica nos sistemas de medicina tradicional no
Brasil, estando até hoje incluida no arsenal da “fitoterapia popular”. Na medicina
indigena da Amazonia utilizavam-se suas folhas, cascas e raizes como antitérmico
(JUNGES et. al 1985). A espécie esta incluida Farmacopéia dos Estados Unidos do

Brasil 1* edicdo como Herva de Bugre, constando como parte utilizada suas folhas
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(SILVA, 1926). As indicagdes como antiofidico, antitérmico, cicatrizante € no
tratamento de ulceras e gastrites sdo as mais comuns. Na maioria das vezes ¢ citado o
uso das folhas na forma de chés ou “garrafadas” - preparagdes hidroalcodlicas de uso
topico (COIMBRA, 1958; HOEHNE, 1939; LORENZI & MATOS, 2002; PEREIRAet

al., 2004 ).

A grande diversidade de usos populares de C.sylvestris no Brasil despertou
desde hd muitos anos o interesse de grupos de farmacéuticos, pesquisadores,
especialmente botanicos, etnobotinicos, farmacologistas e fitoquimicos. Como
conseqiiéncia, ha diversos artigos publicados na literatura tratando da avaliagdo
farmacoldgica de seus extratos. A maior parte das pesquisas verificou as atividades
antiofidica (BORGES et al., 2000; CAVALCANTE et al., 2007; RASLAN et al., 2002),
antiulcerogénica (BASILE et al., 1990; USP; FAPESP; UNESP, 2009), antiinflamatdria
(PEREIRA et al., 2004; SILVA et al., 2004) e cicatrizante (CAMARGO et al., 1996;
GOMES et al., 2005), todas relacionadas ao uso medicinal popular. O 6leo essencial das
folhas inibiu o crescimento das bactérias Enterococus faecalis, Escherichia coli,
Micrococus, Shigella flexnerii, Enterobacter, Staphylococus epidermitis, Staphylococus
aureus ¢ Salmonella, sendo mais eficaz contra as bactérias gram-positivas
(SCHENEIDER et al., 2006). Dois ésteres derivados do acido galico (IGDE e MGDE),
isolados a partir do extrato etandlico das folhas apresentaram atividade antimicrobiana
em E. coli, Salmonella enteritidis, Pseudomonas aeruginosa, com a¢do mais
pronunciada nas bactérias gram-positivas Enterococcus faecalis e Staphylococcus

aureus (SANTOS, 2008).
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Os resultados dos ensaios toxicologicos realizados apresentaram baixa
toxicidade via oral dos extratos de C. sylvestris (BASILE et al., 1990; FAPESP;

UNESP; USP, 2003; SANTOS, 2008).

Algumas atividades farmacologicas exibidas por espécies de Casearia foram
objeto de depdsito de patente. Os diterpenos esculentina A e B isolados da C. esculenta
apresentaram agoes citotoxicas em células tumorais e antiinflamatoria e a respectiva
patente foi depositada na Europa por uma empresa farmacéutica (AVENTIS PHARMA
DEUTSCHLAND GmbH, 1998). C. sylvestris, uma das espécies mais investigadas, esta
relacionada em outras 3 patentes. Na primeira, a acdo citotoxica das casearinas foi
patenteada no Japao (KIRIN BREWERY, 1989). A acdo antiulcerogénica apresentada
por uma fracdo rica em casearinas gerou uma segunda patente, depositada pela
FAPESP, UNESP E USP, cujos inventores pertencem ao grupo de pesquisa de meu
coorientador (Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais
(NuBBE) do Instituto de Quimica de Araraquara-UNESP) e ao Instituto de Ciéncias
Biologicas da USP (FAPESP, UNESP, USP, 2003). Mais recentemente, pesquisadores
da Faculdade de Odontologia de Piracicada (UNICAMP) depositaram uma patente de
fitoterapicos a base de extratos de C. sylvestrispara o tratamento de herpes (UNICAMP,
20006).

Diversos diterpenos clerodanicos e ent-cauranos foram isolados da C. sylvestris,
dentre os quais 28 diterpenos clerodanicos tipicos do género Casearia: casearinas A-X
(CARVALHO et al. 1998; ITOKAWA et al. 1990; MORITA et al. 1991; SANTOS et
al. 2010; WANG et al. 2010) e caseargrewiina F (SANTOS et al. 2010), isolados de
folhas; casearvestrinas A-C, isoladas de folhas e ramos (OBERLIES et al. 2002); rel-
19S-acetoxi-18R-butanoiloxi-18,19-epoxi-6S-hidroxi-2R-(2-metilbutanoiloxi)-

5S,8R,9R,10S-cleroda-3,13(16),14-trieno, isolado das raizes. Alguns destes diterpenos
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exibiram atividade citotdxica em células tumorais, antiulcerogénica, tripanossomicida e
antifungica (ITOKAWA et al., 1990; OBERLIES et al., 2002; SANTOS, 2008;
SANTOS et al., 2010).

Num estudo de fracionamento biomonitorado com foco na agdo
antiulcerogénica, o extrato etandlico, sua fragcdo de diterpenos e as casearinas B, D, O,
X e a caseargrewiina F reduziram em até 100% o nimero de lesdes gastricas agudas em
ulceras induzidas por etanol em ratos. A administragdo da casearina X (inicialmente
chamada de casearina U em SANTOS, 2008) na dose de 172,0 mg/kg, cerca de 100
vezes maior do que a DE100 para a acdo antiulcerogénica (1,68 mg/kg), ndo produziu
nenhum tipo de alteracdo nos animais nos ensaios de toxicidade aguda via oral,
indicando, preliminarmente, bom indice terapéutico. A casearina X e a caseargrewiina F
foram quantificadas por CLAE-UV, apresentando teores de 8,6% e 4,0% (m/m),
respectivamente, no extrato etanolico de folhas. O teor de diterpenos totais do tipo das
casearinas em relagao a caseargrewiina F foi determinado como 18,0% (m/m) através de

CLAE-DAD (SANTOS, 2008).

1.2. Granulados

Neste estudo, considerou-se que o granulado ¢ uma das formas farmacéuticas
solidas adequadas para administrar por via oral um medicamento a base de C. sylvestris,

visto que sua ac¢do farmacoldgica ocorre no trato gastrintestinal.

A droga vegetal (extrato etanolico) ¢ incorporada em diluentes como manitol e
lactose no processo de granulacdo via umida. Agentes aglutinantes como PVP e HPMC
foram incorporados diretamente no extrato liquido, para modificar a qualidade dos

granulados finais.
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Os granulados, futuramente, poderdo ser transformados em comprimidos, um

produto final mais conveniente para administracdo oral e de maior valor agregado.

2. OBJETIVO

O objetivo principal deste trabalho ¢ desenvolver granulados a partir do extrato
etanolico de folhas da C. sylvestris, um primeiro passo para o desenvolvimento de um

produto acabado que emprega exclusivamente matérias-primas ativas vegetais.
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3. METODOLOGIA

A metodologia incluiu a aplicagdo de métodos extrativos de plantas medicinais,
analise do extrato vegetal por CLAE, obtencdo de granulados a imido e a avaliagcdo de

suas caracteristicas micromeriticas.

3.1. Extracéo

Os diterpenos encontrados nas partes aéreas de C. sylvestris sdo soluveis em
alguns solventes organicos como etanol e acetato de etila. Pensando-se em granulacdo
por via imida como método de obten¢do dos granulados, o etanol ¢ conveniente, pois
evapora totalmente na etapa de secagem dos granulados. Coleta-se as folhas de C.
sylvestris, no Horto de Plantas Medicinais e Toxicas "Profa. Dra. Célia C. A. Reis”,
apos a coleta, realiza-se a etapa de estabilizacdo e secagem das folhas em estufa por 7
dias, em temperatura constante de 40°C. Realiza-se a etapa de moagem das folhas secas
em moinho de facas (MARCONI), e por fim foi realizada a extragdo utilizando etanol
absoluto (PA) através de duas maneiras: por maceracdo comum e por banho de
ultrassom.

Para obten¢do do extrato etandlico de C. sylvestris, em ambos os casos utiliza-se
a mesma quantidade de solvente e folhas moidas, o método inclui, em seqiiéncia, trés
extracdes nas quais foram adicionados o total de 500 mL de etanol absoluto em 50g de
folhas moidas, secas e estabilizadas. Ao final de cada extragao, filtra-se o sobrenadante,
reserva-se o filtrado e adiciona-se mais solvente as folhas moidas até que se complete o

ciclo de 3 etapas.
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Na extragdo por maceragdo com aplicagdo de ultrassom, cada etapa de extracao
tem duragdo de 20 minutos e sdo realizadas em banho de ultrassom (UNIQUE® USC-
2800A) a 40°C. Na maceracdo comum cada etapa de extragdo tem duracao de 24 horas

e ndo ¢ aplicado o banho de ultrassom, apenas armazenada em frasco de vidro ambar.

3.2.  Andlise do Extrato

A quantificag¢do dos diterpenos totais no extrato etanolico ¢ de suma importancia
no trabalho, pois através do doseamento pode-se verificar o teor dos marcadores da

droga vegetal produzida.

3.2.1. Secagem do extrato

Apo6s a obtengdo do extrato etanolico, realizou-se a secagem do extrato para fins
de andlise da quantidade de massa extrato seco para ambos os tipos de extragao. Neste
ensaio, colocou-se o extrato liquido em recipiente de vidro taradoe deixou-se secar sob
fluxo de ar em capela e, ap0s sua secagem total (ndo visualizacao de solvente), colocou-
se em dessecador com silica gel sob pressao reduzida. Retirou-se do dessecador quando
a massa de extrato permaneceu constante. Com apenas a por¢do solida resultante,
verificou-se a massa em balanga semi-analitica, sendo o resultado equivalente a massa

de extrato seco, que valor fornece o rendimento do extrato.



19

3.2.2. Andlise de extrato etandlico por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE)

Sabendo a massa de extrato seco em determinado volume de extrato liquido
através do ensaio de secagem descrito anteriormente, realiza-se a analise em CLAE para
determinagdo da concentragdo de diterpenos totais, para entdo obter-se a quantidade dos
diterpenos em determinado volume de extrato etanolico.

A andlise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi utilizada para
avaliar a presenga e a concentracao dos diterpenos no extrato etanolico obtido apds as
etapas de extracdo citadas anteriormente. O pré-tratamento das amostras inclui uma
extragdo em fase sélida com silica de fase reversa (C18; 20x9 mm d.i.x.) solubilizando-
se as amostras em 1,0 mL de metanol/agua (98:02, v/v) e utilizando-se como eluente 4,0
mL da mesma mistura. O eluato foi recolhido em frasco tarado onde, apds secagem em
dessecador com silica gel e sob vacuo, pesa-se a massa contida no frasco. Em seguida,
solubilizam-se as amostras em 2,0 mL de metanol grau CLAE e filtra-se em membrana
de acetato de celulose (0,22 pm, PVDF Millipore®).

Realiza-se as andlises em equipamento do tipo CLAE-UV utilizando coluna de
fase reversa (C18, 250x4,6 mm; Sum), gradiente linear com metanol:acetonitrila:agua
variando da proporcao de 22:44:34 a 47:53:00 (v/v/v) em 42 minutos, mantendo as
condic¢do final até¢ 47 minutos; vazao de 0,8 mL/minuto; detec¢ao do tipo UV: 100-400
nm; A= 235 nm (Método desenvolvido no laboratorio Nubbe do Instituto de Quimica da

Unesp Araraquara sob orientacao do Prof. Dr. Alberto José Cavalheiro, 2008).
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3.3.  Obtencéo dos granulados

A granulagdo por via umida ¢ um método freqlientemente empregado para
obtengdo de comprimidos (LISTER et al., 2002; SIMONS et al., 2003) porque os
granulados formados apresentam boas caracteristicas de fluxo e compressibilidade
(TAKANO et al., 2003), resultando assim, em comprimidos com caracteristicas fisicas
(peso, resisténcia mecanica e desintegracdo) adequadas e constantes (CURY, B.S.F. et

al., 2007).

Como forma farmacéutica ¢ muito interessante a aplicabilidade dos granulados,
pois os poOs apresentam baixo escoamento e alto grau de compactacao, o que dificulta o

uniformidade de massa do produto final.

Para preparar os granulados, o extrato etanolico foi incorporado diretamente em
lactose e manitol (diluentes) em gral de porcelana, em seguida, a massa Umida
resultante foi granulada pela passagem em tamis de abertura de 1 mm (n° 18 ABNT);
entdo, os granulos foram levados para secagem em estufa de circulagdo for¢ada de ar

(MARCONI® MAO35).

Foram adicionados também aos granulados: PVP (agente aglutinante) e HPMC
(polimero de liberacao controlada), os dois adjuvantes foram inseridos previamente ao
extrato etanolico, deixando-se por 15 minutos e, em seguida adicionou-se a solucao

final (solugdo extrativa com adjuvantes) aos excipientes.



21

Na Tabela 1 esta apresentada a composi¢do de cada granulado produzido neste
estudo.

Tabela 1. Composicao dos granulados

Amostra Extrato etanolico (mL) Manitol (g) Lactose (g) PVP (g) HPMC (g)

1 40 - 100 - -
2 166 376 - 44 -
3 110 - 200 11 -
4 70 - 80 - 5

Apbs a obtencdo dos granulos, os mesmos foram avaliados em relagdo ao teor de
umidade, as densidades aparentes bruta e compactada e as caracteristicas de

escoamento.

3.4. Avaliacdo das caracteristicas micromeriticas dos granulados

3.4.1. Teor de umidade

O teor de umidade foi avaliado em balanga para determinacdo de umidade de
infravermelho (IV-2000 GEHAKA®), na qual coloca-se 1 g do granulado por 15
minutos, ao final a percentagem de umidade ¢ fornecida. A taxa de umidade aceitavel de
acordo com a Farmacopéia Brasileira 4° Edi¢ao para produtos fitoterapicos ¢ abaixo de
3%, pois dentro desta faixa a contaminacdo microbioldgica ¢ desfavorecida e o

escoamento ¢é facilitado.
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3.4.2. Caracteristicas de escoamento.

O angulo de repouso ¢ um parametro que tem como finalidade avaliar a
dificuldade que um pd tem para fluir liviemente através de um orificio para uma
superficie livre. Deixando um pé fluir livremente através de um orificio sobre uma
superficie plana sera formado um cone, onde o angulo da base desse cone ¢ chamado de

angulo de repouso, ou seja, € a relacdo entre a altura (h) e o raio (r) do cone formado.
h
t g X= T_ (D)

O escoamento foi avaliado através do equipamento de escoamento ERWEKA®
GWFD-63150: colocou-se 30g dos granulados no funil acoplado com anéis de diametro
de 6mm, 9mm e 12mm; o sistema fornece o angulo de escoamento e a velocidade de

escoamento. O angulo de repouso ndo foi obtido.
Para o calculo da velocidade de escoamento, considera-se a equacao 2:

)

vesco amento=

~|3
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3.4.3. Determinacéo das densidades aparentes bruta e compactada, Indice de

Carr e Fator de Hausner.

Uma amostra de 10g, exatamente pesada, de granulados de C. sylvestris foi
transferida para uma proveta de 25 mL. O volume ocupado pelo granulado escoado
livtemente ¢ o volume bruto (Vy,). Para avaliacdo da densidade compactada dos
granulados, este mesmo volume foi submetido a varias séries de 1250 compactagdes. O
experimento foi considerado terminado quando, apés as compactacdes, as diferencas
entre a leitura de volume inicial (Vy) e a de volume final (V.) ndo ultrapassaram 2%.

Os calculos de densidades foram determinados através das relagdes:

d,__my d._me 3)

ey
Il
)
|

O Indice de Carr (IC) e Fator de Hausner (FH) exprimem a capacidade de
compactibilidade e compressibilidade de um pé ou granulado. O IC foi calculado como

mostrado na Equacao 4:

IC = (%) .100 @)

c
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O Fator de Hausner (FH) foi obtido através do quociente entre a densidade

compactada e a densidade bruta:

d
FH = = (5)
dp
3.4.4. Avaliacgdo do perfil quimico de forma farmacéutica sélida.

O método cromatografico proposto foi utilizado para avaliar a presenca ¢ a
concentragdo dos diterpenos (marcadores) na forma farmacéutica solida. Este método
analitico foi o mesmo utilizado para avaliagdo do perfil quimico do extrato etandlico
anteriormente obtido (item 3.2.2.): 1,650g de granulados de manitol com PVP foram
triturados em gral de porcelana e submetidos a uma sequéncia de 3 etapas de extragao.
Cada etapa consistiu na adicdo de 10 mL de acetato de etila em tubo de ensaio no qual
os granulados estavam moidos, extragdo em 20 minutos no banho de ultrassom e, em
seguida, 5 minutos de centrifugacdo, tendo-se reservado o sobrenadante, pois os
diterpenos sdo soluveis neste solvente. O liquido sobrenadante foi evaporado em capela
até a seacagem total (ndo visualizacdo de liquido) e em dessecador com silica até
secagem completa. Posteriormente, realizou-se a pesagem das amostras. As analises em
CLAE-UYV foram realizadas sob as mesmas condi¢oes descritas no item 3.2.2.. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Anédlise do Extrato

4.1.1. Secagem do extrato

Neste ensaio, colocou-se 2mL do extrato liquido em recipiente de vidro tarado e
realizou-se a secagem conforme descrito do item 3.2.1. Entdo mediu-se a massa de
extrato seco restante em balanga analitica (SHIMADZU AY220). Os resultados estao

expostos na Tabela 2:

Tabela 2. Massa de extrato seco presente em 1mL de extrato etanolico de C. sylvestris.

Maceracao Comum Maceragdo com aplicagao de Ultrassom

21,5 mg+ 0,8888 20,36 mg+ 0,7371

(n=3, média = DP)

A percentagem de extrato seco encontrada no extrato etandlico de C. sylvestris
foi em torno de 20%. O método de extragcdo realizado por maceragdo comum levou a
um rendimento um pouco maior, porém demanda muito mais tempo para ser realizado
(4 dias) que o método em que se aplicou banho de ultrassom (1 hora). Por esta razdo em
termos de otimizacdo do processo, a maceragdo com aplicacdo de ultrassom ¢ a opg¢ao

de escolha.

4.1.2. Andlise do extrato etandlico por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE)

Os diterpenos do tipo das casearinas apresentam dois padrdes diferentes de

ligagdo dupla conjugada na cadeia lateral (C11-C16): C12 (Z ou E)/C14 ou
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C13(16)/C14 e seus espectros no UV apresentam Apa—= 221-228 ou 231-238 nm,
respectivamente (CARVALHO et al., 1998; ITOKAWA et al., 1990). A Figura 1 ilustra

a estrutura molecular geral das casearinas, representada pela casearina A.

Figura 1. Estrutura geral da casearina A.

Assim, sugere-se que os picos com espectro no UV com Apax= 221-228 ou 231-
238 nm sao diterpenos do tipo das casearinas. Além disso, cinco diterpenos do tipo das
casearinas foram isolados e identificados no extrato das folhas de C. sylvestris e seus
picos apresentaram tempo de retencdo tg na faixa de 10-40 min, nas mesmas condig¢des
de CLAE (SANTOS, 2008), porém, neste trabalho apresenta-se a curva analitica padrdo
de um uUnico diterpeno, a caseargrewiina F. Nas Figuras 2 e 3 encontram-se os
cromatogramas dos extratos obtidos por ultrassom e maceragdo, respectivamente. A
Figura 4 mostra o cromatograma do padrdo de caseargrewiina F, andlise realizada no

Laboratério de Farmacognosia da FCFAr-Unesp.
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Figura 2. Cromatograma do extrato etandlico obtido por ultrassom. Condi¢des de

analise descritas no item 22.2..

Cromatograma do extrato etandlico obtido por macera¢do. Condi¢des de analise

Figura 3.
descritas acima no item 22.2..
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Figura 4. Cromatograma do padrao de caseargrewiina F e seu espectro no UV.

Condi¢oes de analise descritasno item 2.2.2.

A curva analitica da caseargrewiina F (Figura 4) foi obtida através de injegdes
em triplicata de concentragdes conhecidas do padrao (Tabela 3). As concentragdes das
solucdes padroes de caseargrewiina F foram corrigidas considerando-se sua pureza
média cromatografica (97,2%).

Figura 5. Curva de calibragdo da solugao padrao de caseargrewiina F em metanol.

A partir da equacao 6obtém-se a concentragao total de diterpenos do tipo casergrewiina
F.
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Area—565998

, onde 1* = 0,9987. (6)
50000000

[caseargrewiina F| =

Tabela 3. Dados das analises em CLAE-DAD da caseargrewiina F para a construgdo da

curva analitica.

Concentracao Concentragao

inicial tg' (min) Area dos picos'  Pureza'? (%) corrigida®

(mg/mL) (mg/mL)
0,035 16,8 2090560 97,1 0,034
0,070 17,4 4161704,5 97,3 0,068
0,140 17,0 7910669 97,3 0,136
0,280 16,7 15882679 97,3 0,272
0,560 16,8 29559941 97,4 0,545

'média de 2 analises (desvio padrio)

2pureza cromatogréfica calculada a partir da porcentagem relativa da area do pico da
caseargrewiina F em relagdo a area total dos picos, para cada analise.

Sconcentragio de caseargrewiina F calculada considerando-se o valor médio de sua

pureza cromatografica (97,2%).

Neste ensaio, a quantificagdo de diterpenos do tipo das casearinas ¢ semi-
quantitativa, pois ainda ha algumas dificuldades em relacdo ao método analitico para se
obter padrdes cromatograficos para cada diterpenoclerodanico em folhas de C. sylvestris
(cerca de 30); entdo, um deles foi selecionado como marcador para quantificar os
diterpenos do tipo das casearinas, a caseargrewiina F (Equacdo 6). Portanto, utilizou-se
a soma das areas de todos os picos com uma banda com Ays = 231-235 nm para o
calculo da concentragdo no extrato de diterpenos do tipo das casearinas (SANTOS,
2008). Outra questao € que nao se pode afirmar que nas Figuras 1 e 2, entre os tempos
de retencao 10-40 minutos, todos os picos sdo de casearinas. Considera-se este fato,

pois se conhece o perfil do extrato através de outros estudos (SANTOS, 2008). Sendo



30

assim, o proximo passo seria fracionar os extratos e identificar cada tipo de casearina

com o respectivo tempo de retencao.

A partir da equacdo da reta (Figura 4) da curva analitica e dos dados obtidos da
analise do extrato etanolico em duplicata (Tabela 2), calculou-se as concentragdes de
caseargrewiina F e de diterpenos do tipo das casearinas expressos como caseargrewiina
F no extrato etandlico obtido por ultrassom e maceragdo, cujos valores foram 12,47% e

9,707%, respectivamente.

Tabela 4. Quantidade de diterpenos declarados como casergrewiina F presente nos

extratos etandlicos obtidos por ultrassom e por maceragao.

Concentracdo Concentracdo %diterpenos(m/m)

Amostra Areatotal'  de diterpenos inicial da
(mg/mL) amostra
(mg/ml)
Ultrassom 57907680,42 1,16 9,3 12,47
Maceragcdo 4186929348 0,83 8,55 9,707

'média de 3 andlises (desvio padrio); area total de picos de diterpenos do tipo das
casearinas.

Considerou-se que, de acordo com as percentagens de diterpenos apresentadas
na Tabela 4, o método de ultrassom foi mais vantajoso, pois a concentracdo de

diterpenos foi maior em relagdo ao método de maceragao.

E muito comum observar variagdes na concentracio do marcador em
determinado extrato, pois o clima e tipo de solo em que a planta foi cultivada podem
interferir em sua produgdo, por sua vez, o método de extragdo pode interferir na
concentracdo final destes no extrato etandlico. Por isso, estas varidveis tém grande

importancia na preparagdo de uma solucdo extrativa padrdo, de modo a sempre
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preconizar uma concentracdo constante de marcador em todas as etapas do

desenvolvimento da formulacao farmacéutica.

Como ressaltado anteriormente, ainda foram encontradas algumas dificuldades
quanto a metodologia analitica com o extrato de C. sylvestris, pois apenas a
caseargrewiina F foi eleita neste trabalho como marcador, sendo que os outros tipos de

caserarina nao foram contabilizados.

4.2.  Avaliacdo do perfil quimico dos granulados.

Foi realizada uma granula¢do com 75 g de lactose e 35 mL de extrato liquido
para a andlise dos granulados em CLAE. No total foram produzidos 64,24 g de
granulados, coleta-se 2 g para triturar em gral e entdo realizar o método de extragdo
como citado em 3.4.4. Na secagem do extrato, este apresentou uma massa de extrato
seco de 36,17 mg, apoOs a extragcdo nos granulados e extracdo em fase solida, obteve-se
uma massa de 8,9 mg de extrato seco, ou seja o método de extragcdo ainda ndo ¢ eficaz,
podendo-se alterar alguns parametros como: sistema solvente, realizar aquecimento
concomitantemente ao processo de extracdo, o tempo de permanéncia no ultrassom e

agitacao.

Na Figura 6 encontra-se o cromatograma da solugdo extrativa obtida a partir dos
granulados de C. sylvestris, como explicitado no item 3.4.4.

Figura 6. Cromatograma da solug@o extrativa proveniente de granulados obtidos a

base de extrato etandlico de C. sylvestris.
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Em analise do cromatograma, soma-se as areas entre os tempos de retengdo de
10 a 40 minutos e, pela equacdo 6, chega-se a uma concentracao de diterpenos finais de
6,904 mg, uma percentagem de 29,06% em relagdo a concentragdo inicial injetada em

CLAE de 8,9 mg.

4.3.  Extrato concentrado em rotaevaporador.

Devido a baixa concentragdo de diterpenos observados na Tabela 4, realizou-se a
evaporagdo do etanol presente no extrato em rotaevaporador, com isso tem-se um
extrato com maior porcentagem de extrato seco, maior rendimento, consequentemente
maior porcentagem de diterpenos. A Figura 7 apresenta o cromatograma do extrato

liquido concentrado.

Figura 7. Cromatograma do extrato concentrado em rotaevaporador.
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Houve uma redugdo de 62,5% do volume de etanol e a concentragdo final de
diterpenos foi de 2,235 mg/mL, uma percentagem de 19,6% em relagdo a concentragdo

inicial de 11,4 mg/mL que foi injetada em CLAE.

4.4.  Caracteristicas micromeriticas dos granulados

No decorrer dessas analises procurou-se selecionar os granulos mais promissores
para compressdo, entdo observou-se seu comportamento desde sua granulagdo até os
ensaios farmacotécnicos. A Tabela 5 apresenta as caracteristicas micromeriticas dos

granulados.

Tabela 5. Caracteristicas micromeriticas dos granulados.

lactose™ (1) manitol (2) lactose (3) lactose/HPMC*
(4)
dp (g/ml) 0,555+0,0008  0,378+0,0014  0,427+0,0083  0,508+0,00961
dc (g/ml) 0,633+0,008  0,428+0,00105 0,493+0,0165  0,569+0,00981

IC (%) 13,343 11,465 14,325 10,793
FH 1,154 1,130 1,168 1,121
umidade (%) 0,40+0,050 2,83+0,100 1,6+0,0780 1,73£0,709
Vescoamento(9/S)  13,621+0,8434  10,958+1,1401 11,785+0,7895  11,53741,058
angulo de 85 84 86 82
escoamento(®)

d,: densidade bruta, d.: densidade compactada, IC: Indice de Carr, FH: Fator de Hausner.
(n=3, média + DP) *Sem PVP.

O indice de compressibilidade ou de Carr expressa as caracteristicas de
consolidacdo de pds e granulados, sendo que indices entre 5 e 15% sdo considerados
com excelente fluxo. Este indice estd ligado diretamente ao angulo de escoamento

(WELLS, J. I, 1998).
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Um indice similar, foi proposto por Hausner, o Fator de Hausner, onde valores
menores que 1,25 indicam bom fluxo; valores maiores que 1,5 indicam fluxo ruim;
valores entre 1,25 e 1,5 exigem a adi¢do de lubrificantes para melhorar o escoamento

(WELLS, J. I, 1998).

Estes indices sdo determinacdes pontuais, exprimindo apenas o potencial de
compactagao/compressao, € ndo a facilidade ou velocidade com que estas ocorrem. Para
este tipo de avaliacdo utiliza-se os testes complementares como a determinag¢ao do

angulo de escoamento e o tempo de escoamento.

Considera-se que um pd tem boas propriedades de escoamento quando possui
angulo de repouso igual ou inferior a 30°. Angulos superiores a 40° sugerem dificil
fluxo’. Esse angulo foi determinado pelo cone resultante do escoamento de 100 g de p6
em um funil normatizado, cuja abertura de saida encontrava-se a 20 cm de altura, sobre
uma folha de papel milimetrado. Foi calculado o valor médio de trés determinagdes.
Paralelamente ao angulo de repouso, foi determinado o tempo de escoamento, onde
resultados acima de 10 s sdo considerados com tempo de escoamento infinito (PRISTA,

L. N.et al., 1995)

Na produgdo de granulados de C. sylvestris, todas as etapas de sua producdo
foram fundamentais para o delineamento de um granulado com caracteristicas
adequadas de compressdao. Por exemplo, na secagem em estufa, se esta foi exacerbada,
ou seja, passar de dois dias ou a temperatura ser mais elevada de 40°C, os granulados

ficardo muito secos e abrasivos.
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Em relacdo as propriedades de fluxo do material, estas sdo influenciadas pela
tamisagdo, mistura e granulagdo enquanto a densidade influencia a compressibilidade, a

porosidade e a dissolu¢do do comprimido.

O conjunto de resultados indica que os granulados, embora sendo forma
farmacéutica definitiva, sdo promissores para sua transformagdo em comprimidos, pois,
pelo menos no que diz respeito as caracteristicas de escoamento, o enchimento da
camara de compressao, provavelmente, sera regular e sem momentos de bloqueio, fato

que pode garantir a uniformidade de peso.

Ainda foram encontradas algumas barreiras no que tange ao método analitico
para C. sylvestris, pois ha grande variagdo na composi¢do quimica das casearinas, o que
dificulta a quantificacdo de ditepernos totais, apenas os expressos como caseargrewiina
F puderam ser quantificados, este ¢ Unico método desenvolvido até o presente
momento. Também vale a ressalva que, como o estudo aborda espécies vegetais, ha
grande quantidade de compostos presentes além dos marcadores, o que dificulta ainda

mais a confirmacao da identidade de cada substincia quimica detectada.

Mesmo com as dificuldades inerentes a pesquisa com produtos naturais, neste
trabalho, a parte tecnoldgica foi desenvolvida a contento, chegando-se a obtencdo de
granulados contendo extrato de Casearia sylvestris Swartz, uma planta nativa popular
brasileira utilizada no tratamento de desordens gastricas como ulcera e gastrite, o

primeiro passo para o delineamento de um produto farmacéutico.
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5. CONCLUSAO

Desde colheita das partes aéreas do material vegetal, sua secagem e
estabilizacao, a producdo do extrato etandlico (droga vegetal) e sua incorporacdo em
diluentes através de granulagdo via umida, chegou-se em granulados de boa qualidade

de C. sylvestris.
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