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AP RESENTACAO

0 presente trabaiho teve por objetivo geral o desenvolvimento de

comprimidos contendo alto teor produto seco por aspersâo de Phyllanthus niruri.

Para atingir esta meta foram estudados diferentes vias de obtengâo de comprimidos,

ou seja, compressâo direta e granulacäo por via seca e por via Cimida.

A fim de proporcionar ao leitor uma meihor exposicâo do tema, o trabaiho foi

dividido em seis capitulo, resumidamente descritos abaixo:

Capitulo 1 — revisâo da literatura, cuja finalidade é de situar o leitor sobre os

assuntos tratados, bem como, importéncia e possiveis dificuldades encontradas no

desenvolvimento do trabaiho;

Capitulo 2 — caracterizacâo da materia-prima vegetal, condigäo primària e essencial

para a elaboracâo de uma forma farmacéutica;

Capitulo 3 — desenvolvimento e validacäo do metodo analitico utilizado para o

controle de qualidade tanto da materia-prima como de produtos derivados;

Capitulo 4 — elaboracto do produto seco por aspersào e estudos de granulag5o, a

fim de verificar qual a forma mais viävel, tecnologicamente, para elaboragâo de

comprimidos;

Capitulo 5 — desenvolvimento dos comprimidos. Neste capitulo estäo descritos os

estudos de compactagâo realizados corn o produto seco por aspersäo na forma de

pO e granulado, a fim de obter comprimidos;

Capitulo 6 — estudo de revestimento pelicular de comprimidos contendo alto teor de

produtos seco por aspers5o.

Corn excecâo dos capitulos 1 e 2 os demais foram elaborados na forma de

manuscritos visando submete-los a periddicos especializados.
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RESUMO

Desenvolvimento tecnoldgico e otimizagdo de formas farmacéuticas sOlidas

contendo alto teor de produto seco por aspers'ao de Phyllanthus niruri L.

(Euphorbiaceae).

Phyllanthus niruri a largamente utilizada na medicina tradicional, principalmente,

para o tratamento de calculos renais. Estudos farmacolOgicos comprovam sua

eficacia e seguranga terapautica, sugerindo os polifenOis, presentes na sua

constituicao quimica, como possiveis responsaveis por esta atividade biolOgica.

Estes dados concedem a esta espêcie qualidades favoraveis para o planejamento

de urn medicamento fitoterapico. Nesse sentido, foi inicialmente ideada uma forma

farmacéutica sOlida. Para tanto foi desenvolvido e validado urn metodo analitico por

cromatografia liquida de alta eficiancia (CLAE) visando ao controle de qualidade da

materia — prima vegetal, produtos derivados e finais. 0 sistema cromatografico foi

capaz de separar satisfatoriamente tits substancias, uma das quais foi identificada

como acid° galico. Para as demais, os dados espectroscOpicos no UV sugerem ser

uma flavona e urn derivado do acid° galico. 0 produto seco por aspersao (PSA) foi

obtido em torre de secagem semi-industrial, dotada de aspersor rotatOrio. Entretanto,

o produto apresentou elevada sensibilidade a umidade atmosferica, dificultando a

elaboragâo de comprimidos contendo alto teor desse material. Ambas as tecnicas de

granulagao estudadas, por via seca e por via Urnida, originaram granulados com

satisfatOrias propriedades reolOgicas e born rendimento operacional. A granulagao

por via Omida, devido a alta solubilidade do PSA, so foi possivel corn emprego de

solventes organicos. Neste caso, a resina acrilica, Eudragit E, foi utilizada corn a

finalidade de agente aglutinante e protecao do PSA contra a umidade atmosferica. A

avaliacâo do comportamento dos granulados frente as diferentes umidades

ambientais demonstrou que os obtidos por via Omida, contendo Eudragit E na

proporcao igual ou superior a 5 %, foram menos sensiveis a umidade,

principalmente quando comparados corn o PSA e granulados obtidos por via seca.

No entanto, sua compressâo causou retardo na cedancia do PSA. 0 comportamento

compressional do PSA e dos granulados, avaliados atravas do modelo de Heckel,

mostrou que ambos apresentaram comportamento essencialmente plastic°, com

excegOo do granulado obtido por via seca que mostrou simultaneamente
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comportamento plastic° e fragmentativo. 0 estudo de compressão corn o PSA,

como pO e granulado, foi realizado visando a obtengâo de comprimidos corn alto teor

de PSA e caracteristicas tecnolOgicas de alta resistència mecanica, rapicto tempo de

desintegragäo e baixa sensibilidade a umidade. A granulagao por via seca pareceu

reunir maiores vantagens em relacão ao processamento tecnológico. Os

comprimidos obtidos por essa via, continuararn apresentando elevada sensibilidade

a umidade. Assim, a viabilidade de revestimento pelicular dos comprimidos,

utilizando Eudragit E como filmOgeno, foi analisada. 0 estudo evidenciou resultados

promissores, uma vez que a pelicula de revestimento permitiu uma sorcão de

umidade mais lenta, conduzindo a urn melhor comportamento do produto quando

armazenado em ambiente de elevada umidade relativa, sem alteragäo significativa

da cedéncia dos marcadores quimicos.

UNITERMOS: Phyllanthus niruri, produto seco por aspers5o, polifenOis, granulacâo,

compressão, Eudragit E, revestirnento pelicular



ABSTRACT

Technological development and optimization of solid dosage forms containing

high amount of spray dried extract of Phyllanthus niruri L. (Euphorbiaceae)

The Phyllanthus niruri is largely used in the folk medicine, mainly to treat kidney

stones. Pharmacological studies confirm its therapeutic efficacy and safety,

suggesting the phenolic compounds, present in its chemical constitution as probable

responsible for this biological activity. These facts ascribe to this plant favorable

proprieties to design a phytotherapic drug. Initially was planned a solid dosage form.

To quality control purpose of the plant raw material, derivatives and final products

was developed and validated an analytical method by High Performance Liquid

Chromatography (HLPC). The chromatographic system was capable to separate

three substances. One of them was identified as gallic acid, and the others, the UV

spectroscopic data suggested a flavone and a gallic acid derivate. The spray dried

extract (SDE) was elaborated using a semi-industrial spray dryer equipment with

rotatory atomizer. The SDE showed high sensibility to atmospheric humidity, which

makes difficult the elaboration of tablets containing high amount of this material. Both

granulation techniques studied, by dry or wet ways, generated granulates with

adequate rheological properties and valid operational result. The wet granulation,

due to the high SDE solubility, only was possible using organic solvents. In this case,

the acrylic resin Eudragit E was used as binder agent and protection against the

atmospheric moisture. The evaluation of granulate behavior in the ambient with

different relative humidity showed that those obtained by wet granulation, containing

Eudragit E at equal or superior proportion to 5 % were less sensible to humidity,

mainly when compared to SDE and dry granulates. However the compression of wet

granulates caused delay in the SDE release. The compressional behavior of SDE

and the wet granulates, evaluated by Heckel's plot, indicated a plastic behavior, while

dry granulates showed, simultaneously, fragmentative and plastic one. The SDE

compression study, as powder and granulate, was done aiming to obtain tablets with

high amount of SDE and technological characteristics of high tensile strength, short

disintegration time and low sensibility to humidity. The dry granulation seemed to

fulfill more advantage to the technological process. However, all tablets

demonstrated high sensibility to humidity. Therefore, film coated tablets, using



xxviil

Eudragit E as polymeric film former, evidenced promising results allowing a slower

wet sorption and leading to a better product behavior when stored at relative high wet

place.

KEYWORDS: Phyllanthus niruri, spray dried extract, phenolic compounds,

granulation, compression, Eudragit E, film coated.
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A populagâo mundial apresenta uma tendência crescente a utilizagâo de

agentes terapauticos de origem vegetal. 0 aprimoramento do nivel cientifico em

relagâo as plantas medicinais, associados aos precedentes hist6ricos das mesmas,

como fonte para o tratamento de doengas, favorece e estimula as pesquisas no

campo da fitoterapia (BOYD, 1996). Sendo assim, o use de plantas medicinais e

produtos dessas derivados, desde que baseado em evidéncias validas, e

recomendado pela Organizagáo Mundial de SaUde (AKERELE, 1985; PETROVICK e

col., 1997).

0 desenvolvimento galanico de fitoterapicos tern como objetivo a obtengâo de

formas farmaceuticas corn preservagâo e valorizagáo do potential terapautico do

vegetal (BASSANI, 1990). No desenvolvimento de urn produto de origem vegetal

corn fins terapéuticos, urn dos requisitos fundamentals para assegurar a qualidade

o estabelecimento de metodos analiticos validados, para controle tanto da materia-

prima vegetal quanto de produtos tecnolOgicos intermediarios e finals. Desse modo,

e imprescindivel urn controle analitico rigoroso em todas as etapas tecnolOgicas de

transformagáo do vegetal para uma forma farmacbutica final (BONATI, 1991;

WORLD, 1998).

No Brasil, a resolugâo mais recente sobre fitoterapicos, a RDC n° 48/2004,

normatiza o registro de medicamentos fitoterapicos junto ao Sistema de Vigilancia

Sanitaria. Segundo esta resolugao, entre os varios requisitos necessarios para o

registro de urn fitoterapico, destacam-se especificagOes sobre a qualidade da

materia-prima vegetal, comprovagâo da eficacia e seguranga, relatOrio descritivo de

fabricagâo corn especificagOes das operagOes e metodos utilizados, bem como de

metodologia analitica para o controle de qualidade em todas as etapas do processo.

Na ausência de uma metodologia quimica, o controle de qualidade devera ser

baseado na agäo farmacolOgica preconizada (BRASIL, 2004).

Phyllanthus niruri, conhecido popularmente como quebra-pedra ou erva-

pombinha, a uma espacie corn ampla distribuigäo pelos paises tropicais e

subtropicais, sendo suas partes a6reas muito utilizadas como infuso, principalmente,

para eliminagäo de câlculos renais (SIMOES e col., 1995). Esta espacie vegetal
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apresenta na Iiteratura uma ampia revisão sobre sua constituigao quimica e agao

farrnacolOgica (CALIXTO e col., 1998), mostrando ser uma planta medicinal que

reOne propriedades adequadas a urn processamento tecnolOgico visando

elaboragäo de uma forma farmacéutica final. A monografia do Phyllanthus niruri

encontra-se em consulta pUblica para o 5° fasciculo da Farmacopeia brasileira (F.

Bras., 2003).

Nesse sentido, o LaboratOrio de Desenvolvimento Galênico do Programa de

POs-Graduagão em Ciéncias Farmaceuticas da Faculdade de Farmecia da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul iniciou os estudos tecnolOgicos para

esta especie vegetal corn SOARES (1997) padronizando solugOes extrativas e

desenvolvendo urn produto seco por aspers5o.

Os extratos secos, quando comparados aos demais extratos, apresentam

manipulagáo mais simples, corn melhor estabilidade, melhor homogeneidade e

distribuigäo dos constituintes da preparag5o, conferindo a forma final maior garantia

da dose empregada (LIST e SCHIMDT, 1989; SIMOES e col., 2003). Alern disso,

podem ser considerados como produtos finais ou intermedierios na preparagáo de

comprimidos, capsulas, granulados, pomadas e outras formas farmacéuticas

(GAUDY e col., 1991; DE SOUZA e col., 2000; COUTO, 2000 ).

Entre as tecnicas de secagem empregadas na preparagdo de produtos secos,

a secagem por aspersâo tern sido empregada corn sucesso na indOstria de

fitoterepicos, principalmente, pelas boas caracteristicas fisicas, quimicas e

tecnolOgicas que conferem ao produto final, possibilitando a preparagão de produtos

pulvereos corn caracteristicas bem definidas, como tamanho e forma de particulas

(MASTERS, 1978; BRODHEAD e col.,1992; DE SOUZA e col., 2000). No entanto,

os extratos secos por aspersâo nâo exibem propriedades reolOgicas e de

compressibilidade apropriadas, alêm de elevada higroscopia e necessidade de alta

dosagem, exigindo a adigâo de adjuvantes farmacéuticos corn a finalidade de

melhorar suas caracteristicas. Esses por sua vez, influem diretamente nas

caracteristicas tecnolOgicas dos produtos obtidos (LIBERMAN e col., 1989;

RENOUX e col., 1996; DE SOUZA, 1999; VOIGT, 2000).
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A literature registra poucos trabaihos sobre compressao de extratos secos

vegetais (PLAIZIER-VERCAMMEN e BRUWIER, 1986; VENNAT e col., 1993;

GONZALEZ ORTEGA e SCHMIDT, 1995; PETROVICK e cot, 1995; RENOUX e

col., 1996; LINDEN e col., 2000; DE SOUZA e col., 2000, COUTO e col., 2000,

SOARES e cot, 2003).

A grande maioria dos estudos corn extratos secos vegetais versam sobre a

avaliagáo da influencia de adjuvantes farmaceuticos na tentative de obter

formulacOes adequadas a compressao. No entanto, grande parte deles evidencia a

dificuidade da obtengâo de comprimidos pela tecnica de compressâo direta, sendo

sugerido a granulagäo por via seca como o processo mais adequado (PLAIZIER-

VERCAMMEN e BRUWIER, 1986, DE SOUZA, 1999, COUTO e col., 2000;

SOARES e col., 2003).

Uma outra caracteristica que dificulta a transformacao dos extratos secos

vegetais em uma forma farmaceutica a sue elevada higroscopia, comportamento

este que, segundo SCHILLER e colaboradores (2000), pode estar relacionado ao

conte0do de agOcares e acidos organicos, geralmente, presentes em grandes

quantidades nas solucties extrativas. Assim, evidencia-se a necessidade de estudos

sobre a viabilidade de revestimento dos comprimidos, como medida para reduzir a

higroscopia e aumentar a estabilidade dos mesmos (PLAIZIER-VERCAMMEN e

BRUWIER, 1986; PLAIZIER-VERCAMMEN e col.,1991 PEREZ, 1995; DE SOUZA,

1999).

A problematica, no estudo de revestimento de comprimido de extratos secos

vegetais destinados a liberagao imediata, baseia-se em encontrar um filmógeno cuja

Unica fungâo seja protecao contra alteracties ambientais, uma vez que os polimeros

de revestimentos podem ocasionar interagOes indesejaveis, bem como dificultar a

liberagao do produto da forma farmaceutica (PEREZ, 1995, SCHMID e col., 2000).

Sendo assim, os objetivos desse trabalho sao:

1. Desenvolver e validar uma metodologia analItica pare o controle de

qualidade da materia — prima vegetal Phyllanthus niruri e produtos derivados;



2. Elaborar e caracterizar tecnologicamente urn produto seco por

aspersâo de P. niruri utilizando equipamento semi-industrial;

3. Realizar estudos de granulacâo, por via seca e Omida, corn o produto

seco por aspers5o;

4. Avaliar a influéncia de diferentes adjuvantes farmacèuticos na

compressáo direta do produto seco por aspersao;

5. Verificar a viabilidade de obtencâo de comprimidos a partir de

granulados de produto seco por aspersâo utilizando Eudragit E como agente

aglutinante;

6. Otimizar comprimidos contendo alto teor de produto seco por aspersão

na forma de granulado seco;

7. Avaliar a viabilidade de obtencão de comprimidos revestidos corn

pelicula de Eudragit E, bem como a estudar a estabilidade fisica em ambientes

corn temperatura e umidade relativa controlada.

6



CAPITULO 1: Revisão de Literatura
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1. Controle de qualidade de materia-prima vegetal

0 use de plantas medicinais para a cure ou alivio dos mais variados mates

esta em continua expansao ao nivel mundial em razao de diversos fatores, tais

como, o surgimento de novas doengas sem tratamento apropriado e a crenca, ainda

vigente, de que medicamentos a base de plantas são indicuos, principalmente,

quando comparados corn farmacos convencionais (SCHENKEL e col., 1985,

CAPASSO e col., 2000). Esta Ultima justificativa apesar de inverossimil,

considerando o potencial tOxico de algumas espêcies medicinais, favorece o

consumo indiscriminado de produtos a base de plantas gerando grandes riscos a

saiide (FARIAS e col., 1985; CALIXTO, 2000, MENGUE e col., 2001).

Em uma tentativa de diminuir as distorgOes, usos equivocados e,

principalmente, a comercializacâo irracional de produtos de origem vegetal uma

serie de resolugOes foram estabelecidas, em nivel mundial, no sentido de

desenvolver criterios cientificos e mêtodos de comprovagao da seguranga e eficacia

dos produtos de origem vegetal (WORLD, 1998).

0 desenvolvimento de urn fitoterapico, assim come todo o medicamento,

requer urn rigoroso controle de qualidade desde o momento de seu planejamento

contemplando, tambern, todas as etapas de producão, a fim de garantir eficacia e

seguranca terapéutica. A constituicao quimica de produtos de origem vegetal, bem

como as caracteristicas da mataria-prima, depende tanto de fatores agrondmicos,

cultivo, epoca de colheita e condigOes climaticas, como de fatores tecnolOgicos,

relacionados ao processamento empregado na transformagao de uma droga vegetal

em uma forma farmacéutica final, o que dificulta a definicâo de parametros de

qualidade, podendo estes variar de acordo corn a origem do vegetal (MAGALHAES,

1997; LIST e SCHMDT, 1989; BAST e col., 2002; FARIAS, 2003).

Apesar das dificuldades, ha urn consenso mundial da necessidade de se

estabelecer metodos e parametros que permitam avaliar a qualidade dos

fitoterapicos, e sendo assim, varias diretrizes relacionadas as boas praticas

agrondmicas e de controle de qualidade de produtos de origem vegetal yam sendo

publicadas (WORLD, 1996, 1998; FDA, 2000). 0 protocolo de avaliagáo de uma
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mataria-prima vegetal, alam de uma rigorosa identificagäo botanica, deve incluir

tecnicas de avaliagao fisico-quimicas, tais como, a determinagâo do teor de

umidade, teor de extrativos, ensaios de pureza, para identificagâo de metals

pesados, bem como avaliagáo qualitativa e quantitativa da constituigao quimica da

materia-prima e analise microbiolOgica (WORLD, 1998). Todos esses ensaios alêm

de garantirem a qualidade favorecem a elaboragâo e padronizagao de produtos

derivados (FARIAS, 2003).

Os problemas mais freqCientes da comercializagâo de produtos vegetais estâo

relacionados corn a substituigâo da droga, adulteragâo e nâo uniformidade da

composigéo quimica (FARIAS e col., 1985). ZUCCOLOTO e col. (1999) apontaram a

substituigho da droga vegetal, contaminagao microbiolOgica, presenga de produtos

de degradagâo e auséncia de constituintes qufmicos, como principals causas de

rejeigâo da qualidade de produtos fitoterapicos comercializados em uma cidade

especifica no Brasil.

A identificagão e a quantificagâo quimica de produtos vegetais constitui urn

outro problema, pois apesar da existéncia de modernas tacnicas de analise quimica,

o controle de qualidade analitico fica dificultado ou mesmo inviabilizado em razao da

complexidade quimica presente no vegetal, onde as substancias ativas, quando

identificadas, geralmente, encontram-se presentes em pequenas concentragOes,

obrigando a utilizagao de outras substancias existentes em maiores quantidades,

como marcadores quirnicos, que nem sempre participam da atividade terapéutica

(CALIXTO, 2000; BAST e col., 2002).

0 controle microbiolOgico realizado na mataria-prima vegetal a urn ensaio

imprescindivel para garantir a qualidade de produtos derivados de plantas medicinais,

pois a presenga de microrganismos, alam de representar riscos ao usuario do

medicamento, pode interferir na estabilidade do produto (WORLD, 1998; CZECH e

cal., 2001). As drogas vegetais, devido a prOpria origem, estâo sujeitas

contaminagão por microrganismos oriundos do solo e da agua, ou introduzidas

durante o seu manuseio, poram, através de processos de extragâo a quente, para a

preparagão de solugOes extrativas, podem-se obter produtos com reduzida carga

microbiana. Entretanto, dependendo do grau de contaminagâo inicial da droga vegetal
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esse processo pode näo ser efetivo (ARAUJO e OHARA, 2000; MARTINS e col.,

2001).

A Organizacâo Mundial de Sat:1de estabeleceu os limites rneximos de

aceitagao de microrganismos para produtos de origem vegetal, considerando limites

para a droga vegetal e produtos derivados para use interno (tabela 1).

Tabela 1: limites maximos de contaminacáo microbiana em produtos de origem

vegetal para droga vegetal (A) e produtos derivados (B) (WORLD, 1998).

Limite maxi MOMicrorganismos
A

Aeróbios
Fungos e leveduras
UFC = unidade formadora de colonia

(UFC/g) 
B 

105

103

10'
104

2. Material vegetal

As evidencias para o use de uma especie vegetal corn fins medicinais, bem

coma transformacão da mesma em urn medicamento podem ser apoiadas em uma

variedade de dados, tais coma use traditional documentado, estudos experimentais,

ensaios pre-clinicos e clinicos.

0 use traditional fornece informacties sobre os beneficios da especie vegetal,

bem como tipo de preparacao e forma de tratamento (ELISABETSKY e DE SOUZA,

2003). Dados sobre a constituicâo quimica sac) importantes para a identificacão de

possiveis substancias ativas, o entendimento de proveveis mecanismos de acào,

assim como, o reconhecimento de constituintes tOxicos. Por sua vez, estudos

experimentais e epidemiolOgicos servem para comprovacâo da eficacia e seguranca

terapeutica. Estes conjuntos de dados e informacties podem ser Uteis na

comprovacao da eficacia do fitoterapico e na identificacao de possiveis reagOes

adversas (BAST e col., 2002).

2.1 Phyllanthus niruri

Phyllanthus niruri L. — Euphorbiaceae destaca-se entre as especies do genera

Phyllanthus como uma des mais largamente usadas na medicina popular, fato este,

provavelmente relacionado a sua ampla distribuicao tanto em paises tropicais como

subtropicais (CALIXTO e col., 1998) (figura 1).
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Figura 1: aspecto geral de Phyllantus niruri L. - Euphorbiaceae

No Brasil, a espêcie a conhecida popularmente como quebra-pedra ou erva-

pombinha, sendo suas partes aereas utilizadas sob a forma de infuso ou decocto,

visando, principalmente, auxilio na eliminagao de calculos renais (urolitiase)

(SIMOES e col., 1995). Outras indicacOes populaces incluem acao no tratamento de

nefrites, cistites, pielites, hepatite do tipo B, afeccties renais e urinarias, malaria,

febre tifOide, desordens menstruais, albuminUria e verminoses (PIO CORREA, 1969;

MATOS, 1989; UNANDER e col., 1991; SIMOES e col., 1995).

A comissão permanente de revisao da Farmacopeia Brasileira, na monografia

proposta para o quinto fasciculo da farmacopeia brasileira, descreve a droga coma

sendo proveniente de duas subespêcies de Phyllanthus niruri, a saber: P. niruri ssp.

niruri L. e P. niruri ssp. lathyroides (Kunth) G.L. Webster (F. Bras. IV, 2003).

2.1.1 Estudos botAnicos

Phyllanthus niruri L. 6 uma especie nativa da America, de distribuigdo

cosmopolita, ocorrendo no Brasil do Norte ate o Sul. 0 gènero Phyllanthus retIne

cerca de 550 especies distribuidas em 10 subgéneros e 50 secties (WEBSTER,

1970; UNANDER e col., 1990).

Este genero apresenta algumas espêcies muito semelhantes entre si e a

literatura fornece poucos elementos que assegurem inequivocamente a identidade

do vegetal, possibilitando sua substituicao por outras especies vegetais, entre as
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quais Phyllanthus urinaria e Phyllanthus amarus, bem como, Phyllanthus niruri e

Phyllanthus tenellus assemelhadas botanicamente e popularmente utilizadas corn o

mesmo objetivo (WEBSTER, 1970; UNANDER e col., 1991).

Segundo AMAT e colaboradores (1991), apesar da grande semelhanga, entre

as espócies P. niruri e P. tenellus, estas podem ser diferenciadas atravês de

caracteristicas morfolOgicas e anatOmicas (tabela 2).

Tabela 2: caracteristicas morfolOgicas e anatOmicas das especies Phyllanthus niruri

e P. tenellus (AMAT e col., 1991, F. Bras., 2003)

ExomorfolOgicos P. niruri P. tenellus
Folhas forma: oblonga - elipticas

spice: atenuado
base: assimetrico

forma: eliptica
spice: obtuso
base: aguda

Estipulas niimero: 2 (desiguais)
forma: triangular lanceolada
spice: longo e estreitamente agudo
e acicular

nUmero: 4 postas
forma: triangular
spice: arredondado

Flor masculina diametro: 3,5 mm ate 0,3 cm
peclUnculo: 2 a 4 mm
pedicelo: 0,2 cm
cor: avermelhado
estame: 3

diametro: 1 a 1,5 mm
pedUnculo: 1 mm
cor: verde
estame: 5

nor feminina diametro: 5 mm ate 0,4 cm
pedOnculo: 4 a 5 mm
pedicelo: 0,1 a 0,4 cm
cor: avermelhado
estilo: ereto

dibmetro: 1,1 mm
pedÜnculo: ate 4 mm
coy verde
estilo: preso ao overio

Fruto diametro: 4 mm
altura: 1,5 a 2 mm

diãmetro: 2 mm
altura: 1 mm

Semente longitude: 1,5 mm
latitude: 1,5 mm

longitude: 2 mm
latitude: 1 mm

POlen perprolado esferico

anatOrnicos
foihas hipostormatica ' anfistomatica
caule colènquima: laminar, 	 1 -

estratificado
parénquima: conte6do lipidico
paredes celulares delgada
medula: abundantes grâos de
amido

colënquima: laminar, 	 la 2
estratificado
parénquima: sem contebdo
parades celulares grosas
medula: abundantes grâos de
amido

Visando contribuir corn estudos de caracterizacão botênica de especies do

gOnero Phyllanthus, ULYSSEA (1993) realizou urn trabalho detalhado de descrigao e

identificagáo morfolOgica de várias espécies encontradas na regiao de Santa



14

Catarina, destacando as flores e as sementes do P. niruri como elementos chaves

para diferenciacao botanica entre as especies.

2.2.2 Estudos agronemicos

A garantia de qualidade de um produto fitoterapico inicia corn a padronizacâo

dos procedimentos ligados ao cultivo do vegetal, desde o plantio e coleta ate os

passos posteriores como, secagem, estabilizacao, arrnazenamento e transporte. A

producao em large escala requer o fornecimento de materia-prima vegetal em

grandes quantidades, evidenciando que o cultivo de especies vegetais corn atividade

terapeutica comprovada e de grande importancia tanto para a producao abundante e

homogénea da materia-prima como para a preservacao da especie e da

biodiversidade (IKUTA, 1993, REIS e col., 2003).

Os estudos agronOrnicos realizados corn o P. niruri demonstram que a

propagacão a feita atravês de sementes. 0 desenvolvimento vegetativo a continuo,

isto 6, sac plantas anuais de ciclo curto, que florescem apôs 30 a 60 dias no campo.

Plantes novas se desenvolvem, continuamente, em grande nOmero, formando

touceiras do vegetal, o que dificulta estabelecer o momento ideal de colheita

(MAGALHAES, 1997).

0 Centro de Pesquisas Quimicas, BiolOgicas e AgronOrnicas

(CQPBA/UN1CAMP/SP) tem estudado esta especie vegetal corn a finalidade de

estabelecer parâmetros agricolas que possibilitem o cultivo em escala comercial. A

pesquisa inclui observacties sobre germinagâo de sementes, pragas, doencas,

capacidade de rebrota, proporcao de materia fresca/seca e insetos visitantes

(MONTANARI JUNIOR, 2000). Estudos da propagagao in vitro tambem tern sido de

interesse dos pesquisadores (ISHIMARU e col.,1992).

2.2.3 Estudos fitoquimicos

A especie P. niruri tern sido muito estudada fitoquimicamente, sendo relatados

na literature o isolamento e a identificagao de varios compostos organicos,

destacando-se os alcalOides, benzenOides, cumarinas, flavonOides, lignanas,

lipidios, fitalatos, esterCides, taninos e triterpenos. No entanto, muitos desses

compostos permanecem estruturalmente desconhecidos, ainda nao sendo possivel
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atribuir quais as substbncias responsevels pelas agOes farmacolOgicas referenciadas

no use terapéutico (FREIRE e COSTA, 1980; CALIXTO e col., 1998). A tabela 3

contêm urn resumo das principals substâncias isoladas dessa especie vegetal.

Tabela 3: subst5ncias quimicas isoladas e atividades biolOgicas atribuidas a especie

Phyllanthus niruri

Substencia Extragão Atividade Bibliografia
campferol — 4 —
ramnopiranosideo;
eriodictiol — 7 —
ramnopiranosideo

Maceragâo
etanOlica a

quente, 15 dies
(raizes)

CHAUHAN e col.,
1977

ecido gelico; ecido
elegico e geranina

Etanol 70 % a
quente

(todo vegetal)

inibidora da aldose
redutase; inibidora

da ECA*,
antialêrgica e
analgesica

UENO e col., 1988

nirurisideo metanol
(foihas)

inibidora da HIV-1
transcriptase

reverse

QUIANCUTRONE e
col., 1996

ecido Ohm,
epicatequina,
galocatequina;-
epigalocatequina,
epiatequina 3-0-
galato e
epigalocatequina 3-
0-galato

Culture de tecidos
(raizes)

ISHIMARU e
col.,1992

nirurina
Eter de petrOleo e

etanol
(partes aereas)

GUPTA e AHMED,
1984

4-metOxi-securinina
e 4-metOxi-nor-
securinina

ClorofOrmio e
metanol

(todo vegetal)

MULCHANDAN e
HASSARAJANI,

1984

filantina,
hipofilantina,
nirtetralina e
nirantina

Hexano e metanol
seguido de

fracionamento
(partes adreas)

inibidora da El- ANJANUJULU e125)---ET-1 ligados 	 col., 1973;
a ET(A) recobinante HUSSAIN e col.,humano 1995.

* Enzima Conversora de Angiotensina

Na revise() fitoquimica da especie P. niruri verifica-se que, embora a literature

registre a presence de diferentes compostos quimicos, existe uma grande

dificuldade de isolamento, identificageo e reprodugão dos resultados. Como

exemplos tem-se os estudos realizados por CALIXTO e colaboradores (1998) e por
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SOARES (1997), os quais nao conseguiram evidenciar a presenga de alcalOides em

especies de P. niruri cultivadas no Brasil.

SOARES (1997) e DA SILVA (1999) analisando, por cromatografia em
camada delgada, o extrato aquoso obtido das partes .aereas de P. niruri, observaram
uma grande variedade de polifends, por6m nao pucieram confirmar a presenga de

rutina. A rutina 6 urn flavonOide relatado para o extrato etanOlico do vegetal (GUPTA

e AHMED, 1984). Esse fato, pode ser explicado pela variagao quimica de acordo

corn as condigOes ambientais e geograficas nas quais a especie foi cultivada e ou

pela baixa concentragao dos compostos presentes no vegetal (CALIXTO e col.,

1998).

Observa-se na literatura que a maioria dos estudos fitoquimicos sac)

realizados corn extratos metandicos e etanglicos do vegetal, encontrando-se poucos
registros sobre a constituigao quimica do extrato aquoso, forma sob a qual

utilizado popularmente.

2.2.4 Estudos farmacolOgicos

Etnofarrnacologia

A esp6cie Phyllanthus niruri e, dentro do género Phylianthus, a mais utilizada

na medicina popular (CALIXTO e col., 1998). Etnofarmacologicamente sua utilizagao
terapéutica a devida, principalmente, aos efeitos no tratamento de infecgOes

geniturinarias, poram outras agOes tambem sac atribuidas a produtos derivados
deste vegetal, como contra o virus da hepatite B e no tratamento da diabete

(CALIXTO e col., 1998).

Na tabela 4 estão descritos, resumidamente, os principais usos populares
desta especie vegetal.
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Tabela 4: etnofarmacologia do Phyllanthus niruri (ROSS, 1999)

Pais/Regi5o Extrato — parte utilizada Aplicagäo

Africa Infus5o — partes aêreas diuretic°

Brasil
decocg5o — raizes

decoccao — sementes
infusão — folhas

ictericia
diabetes
doengas renais

Guiana Francesa infusäo — folhas colagoga

Haiti infusäo - foihas febre, indigestäo e
espasmolitico

India
decocgâo — partes aereas

suco — planta fresca
infusâo — planta inteira

diarreia, ictericia
doengas genito-urindrias
diabetes, doengas urinarias

Wanda decocgäo — raizes e folhas doengas venereas
Malasia infusäo - foihas emenagoga
Mexico infusão - foihas ematico
Peru infusao — planta inteira doengas renais
Filipinas decocgão — planta inteira emenagoga
Porto Rico infusâo - folhas febre
Suclâo infusâo - foihas analgesic°

Tailandia infusâo — planta inteira antipiretico, diuretic° e
antiinflamatOrio.

Atividade FarmacolOgica - Ensaios Pre-Clinicos e Clinicos

MELO e colaboradores (1991) relataram que o infuso das folhas de P. niruri

ocasionou uma redug5o do crescimento de calculos renais induzidos

experimentalmente em ratos, o que foi atribuido ao aumento da diurese,

confirmando o use popular desta especie na urolitiase.

CAMPOS e SCHOR (1999) investigaram os efeitos in vitro do infuso aquoso

5 % (mN), obtido a partir de todas as partes de P. niruri, em urn modelo de

endocitose de cristais de oxalato de celcio por celulas renais caninas. 0 extrato

apresentou urn potente efeito inibitOrio da internalizagao dos cristais de oxalato de

calcio. Apesar do mecanismo de agão ainda não ter sido elucidado, as suposigOes

sobre o efeito foram mudangas no metabolismo de calcio ou inibig5o da proteina

quinase C por ag5o dos taninos presentes no extrato aquoso, uma vez que taninos

isolados de P. amarus mostraram-se potentes inibidores de verias quinases,

inclusive da quinase C (POLYA e col., 1995). Esse estudo mostrou, tambern, que o

extrato aquoso não ocasionou alteragOes bioquimicas e danos celulares, nem

mesmo quando doses de 500 e 1000 ug/mlforam testadas.
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FREITAS e colaboradores (2002) avaliaram o efeito crOnico do infuso aquoso

5 % (mN), preparado a partir de todo o vegetal e administrado oralmente (1,25

mg/ml/dia), em inibidores urinàrios de cristalizagao de oxalato de calcio e de fatores

associados corn formagao de calculo renal. 0 modelo utilizado foi a urolitiase

induzida atravès da introdugao de sementes de oxalato de calcio na bexiga de ratos

machos Wistar adultos. Os resultados demostraram que o tratamento dos ratos corn

extrato de P. niruri causou grande inibigao no crescirnento da matriz de calculo e

redugao dos calculos satelites, alem disso, dos 22 anirnais tratados 3 eliminaram ou

dissolveram, por completo, os calculos. Os autores concluiram que o extrato aquoso

de P. niruri tern urn efeito inibitOrio no crescimento de cristais de oxalato de calcio

sendo independente de mudangas na excregao urinaria de citrato e magn6sio, a

qual nâo foi afetada pelo extrato, mas podendo estar relacionada corn a indugao de

uma major incorporagao de glicosaminoglicanos nos calculos.

SANTOS (1990) realizou estudo experimental em ratos corn o modelo de

calculo vesical por oxalato de calcio e verificou que o grupo de ratos que recebeu a

infusao das partes aereas P. niruri, apOs 42 dias de experimento, apresentou

elevagao do volume urinario, dos niveis de creatinina e do sOdio urinários, alèm de

redugäo do crescimento do calculo vesical. 0 autor acredita que, de modo geral, os

resultados obtidos reforgam a possibilidade de que as substancias presentes no

infuso tenham agao atravês do aumento de provaveis inibidores da litoganese.

TONA e colaboradores (1999), estudando a atividade antimalarica de vinte

extratos vegetais, observaram que o extrato, obtido por da maceragao de

Phyllanthus niruri, planta inteira, corn etanol e diclorornetano, apresentou eficiência

na inibigao do crescimento do parasita Plasmodium falciparum. 0 ensaio in vitro

demonstrou que o extrato de diclorometano apresentou 100 e 81,7 % de inibigao no

crescimento de P. falciparum nas concentragOes de 600 a 6 ilg/ml, respectivamente.

Enquanto que, o extrato alcOolico, nas mesmas concentragOes, mostrou uma

inibigâo de 100 e 64 %, respectivamente.

QUIAN-CUTRONE e colaboradores (1996), estudando o extrato metancilico

das foihas do vegetal, obtido sob refluxo, isolaram uma substancia chamada de
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nirurisideo que se mostrou urn especifico inibidor da enzima HIV-1 transcriptase

reversa .

HUSSAIN e colaboradores (1995) atribuiram as lignanas hipofilatina e

nirtetralina urn potente efeito antagonista do peptideo vasoconstritor endotelina,

cujas caracteristicas sugerem envolvimento no processo de hipertensâo. Essas

lignanas agiriam seletivamente, inibindo a ligacâo dos agentes ativadores da

endotelina. impedindo assim um dos mecanismos da hipertens50.

UENO e colaboradores (1988) tambern relataram agäo anti-hipertensiva do P.

niruri, ao constatarem que extratos obtidos a partir desse vegetal, planta inteira,

elaborados com diferentes solventes sob aquecimento, sao eficazes na inibicao da

enzima conversora da angiotensina. Os extratos testados apresentaram a seguinte

ordem crescente de inibigão hexano < clorofOrmio < aquoso < etanol 70 % < n-

butanol. Os autores avaliaram, tambem, a atividade do acid° galico, acid° elâgico e

da geranina, isolados do extrato etandico do vegetal e, concluiram que, embora

todos tenham atividade, a geranina é a mais eficaz.

Outra acao farmacolOgica estudada para P. niruri é a atividade

hepatoprotetora. PRAKASH e colaboradores (1995), avaliando a acao do extrato

etandico da planta inteira, de P. niruri; P. urinaria e P. simples, obtido atraves da

extragao exaustiva em soxhlet, em calulas hepaticas de ratos, concluiram que

apenas P. niruri e P. urinaria possuem acao hepatoprotetora, sendo que, embora

ambos tenham efeito dose dependente, a acâo do P. niruri é superior a do P.

urinaria. A major atividade do extrato etanOlico de P. niruri é atribuida a presenca de

flavon6ides, lignanas (filantina) e compostos aciclicos, sendo a ausencia de um ou

mais desses componentes, em especial da filantina, os quais poderiam ser ativos, a

justificativa para a ausencia de atividade do P. simples e diminuida agao do P.

urinaria.

SANTOS e colaboradores (1995) estudaram o efeito analgesic° do extrato

hidroalcoOlico da planta inteira, obtido por maceracao por urn period° de 15 dias, de

quatro especies de Phyllanthus: P. urinaria, P. tenellus, P. niruri e P. sellowianus, e

concluiram que todos exibiram uma potente agão analgesica em ratos, tanto

administrados intraperitonealmente como oralmente. Segundo MIGUEL e
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colaboradores (1996), a agao analgesica pode ser atribuida aos elagitaninos

presentes nestas especies, pois, avaliando a acão da geranina e furosina isoladas

de P. sellowianus em constricOes abdominais induzidas por acido acatico em ratos,

observaram que estas substancias possuem uma acâo analgesica superior a

farmacos como o acid° acetilsalicilico e o paracetamol.

Ainda visando o entenciimento do mecanismo antinociceptivo causado pelos

extratos hidroalcOlicos de Phyfianthus, SANTOS e colaboradores (1995b) estudaram

os efeitos analgasicos produzidos por macerados hidroalcOlicos de P. urinaria e ou

P. niruri, planta inteira, sobre dois modelos de dor, formalina e capsaicina, em ratos,

bem como, o comportamento destes frente a alguns antagonistas dos mecanismos

de analgesia. Os autores concluiram que os extratos testados exibiram potente

atividade anaigesica, nos dois modelos avaliados. Os extratos apresentaram

atividade tanto por via intraperitoneal quanto por via oral, sendo, no entanto, menos

potentes por esta Ultima via. Quanto testados no modelo da dor induzida por

capsaicina, os extratos (10 a 30 mg/kg) mostraram, por via i.p., inibicao de 69 e 61

% para P. urinaria e P. niruri, respectivamente. Por via oral, foram ativos apenas nas

doses de 25 a 200 mg/kg apresentando grau de inibicao de 68 e 75 % para P.

urinaria e P. niruri, respectivamente. Quanto ao mecanismo de Ka() dos extratos,

segundo os modelos de antagonismo testados, parece nä° estar relacionado a

receptores opiOides, sintese de prostagiandinas, liberacäo de glicocorticOides nem

corn a interacäo corn receptores adrenegicos e serotoninergicos, assim como nä°

estar envolvido corn modelos ligados a arginina ou ao Oxido nftrico, uma vez que

nenhum desses modelos foram capazes de antagonizar a acâo analgesica dos

extratos. Segundo os autores, a atividade analgesica no modelo da dor induzida por

capsaicina sugere que os compostos ativos presentes nos extratos podem agir

atravês de interagao corn as taxininas.

VENKATESWARAN e colaboradores (1987) estudaram o efeito in vitro e in

vivo de urn extrato aquoso de Phyfianthus niruri, preparado por decoccao da planta

inteira, sobre o virus da hepatite B. Os estudos in vitro demonstram que o extrato foi

capaz de inibir a atividade da enzima DNA polimerase do virus da hepatite B. onde a

inibicao foi diretamente proporcional a concentracao do extrato. A dose de 600 41/m1

promoveu uma inibigâo de 82 %, alarn disso, impediu a reacâo antigeno-anticorpo
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(HBsAg-Anti-HBs). Os ensaios in vivo foram realizados atraves da administracâo do

extrato por via intra-peritoneal (i.p.) e subcutánea, usando como modelo animal

marmotas (Marmota monax), as quais, quando infectadas pelo virus da hepatite,

apresentam respostas patolOgicas semelhantes ao ser humano. Os autores

concluiram que o extrato aquoso de P. niruri, quando administrado por via i.p.,

provoca uma significante diminuicâo dos niveis sericos do antigen° da hepatite, no

entanto, quando administrado por via subcutánea nâo se mostrou eficaz. Os

resultados demonstraram que o extrato aquoso inibiu a replicacâo do virus da

hepatite e diminuiu os efeitos patolOgicos sobre o figado dos animais.

Estudo realizado por KHANNA e colaboradores (2002) atribuiu atividade

hipolipémica ao macerado aquoso de Phyllanthus niruri. Segundo os autores, a

espècie vegetal é capaz de inibir a biossintese de colesterol heNtico, aumentar o

catabolismo das lipoproteinas de baixa densidade, ativar as enzimas lecitina-

colesterol acetiltranferase e lipases teciduais. Assim, tais efeitos podem contribuir

para acâo hepatoprotetora do P. niruri.

Ensaio clinico realizado por SANTOS (1990) através da utilizagâo de urn

decocto aquoso das partes aèreas de Phyllanthus niruri, administrado na dose de

20g/500m1/dia, por urn periodo de 3 meses, a 10 pacientes portadores de calculose

renal demostrou que o use do chà, quando comparado ao grupo controle, propiciou

uma maior eliminacdo dos c6lculos renais

MEIXIA e colaboradores (1995), estudando a acäo de extratos P. amarus, P.

niruri e P. urinaria em pacientes corn hepatite B crOnica, concluiram que, embora o

extrato de P. urinaria tenha sido o mais potente contra o virus da hepatite B, o

extrato de P. niruri tarnbern se mostrou eficiente.

2.2.5 Estudos toxicolOgicos

SANTOS (1990) realizou estudos toxicolOgicos, agudos e crOnicos corn

infusos das partes aereas Phyllanthus nirui, a fim de verificar a provâvel ocorréncia

de efeitos t6xicos. Para o ensaio de toxicidade aguda foram escolhidos apenas

individuos sadios, sendo administradas doses crescentes do infuso (5, 10 e 15 g/200

ml/dia), enquanto que para o de toxicidade crOnica foram avaliados individuos corn
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histaria prêvia de calculose renal, sendo administradas doses de 20 g/500 ml/dia do

infuso de P. niruri. Os parametros avaliados foram os resultados dos exames

bioquimicos, hematolOgicos e cardiovasculares. No ensaio de toxicidade aguda

verificou-se que as doses crescentes e sucessivas do infuso nao provocaram

alteragOes em nenhum dos parametros analisados, em todos os individuos. Apenas

corn a dose major (15 g/200 mI/dia) foi observada diminuicâo do nivel de creatinina

plasmatica. o que pode significar urn use benèfico do &à atraves da estimulagao

renal. Quanto ao use crOnico do infuso, os pacientes foram acompanhados por 3

meses, nao sendo observado nenhum efeito toxicolOgico crOnico, bem como

modificacOes no volume urinario nem nos parametros bioquimicos e hematolOgicos

analisados.

2.2.6 Outras atividades

Alêm de Coda potencialidade terapéutica atribuida para espêcie Phyllanthus

niruri. ainda encontra-se na literatura relatos de que esta especie vegetal tenha

indicios de atividade antimicrobiana (UNANDER e col. 1991). GARCIA (2000)

avaliou a atividade do extrato aquoso, fragOes de acetato de etila e de butanol,

obtidas a partir da maceracao de partes aareas de P. niruri, contra germes gram-

positivos e negativos, e concluiu que as fragOes testadas inibiram o crescimento de

Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Bacillus subtills e Micobacterium luteus, bem

como. Klebisiella pneumoniae e Escherichia co/i, no entanto, o extrato aquoso nao

se mostrou ativo contra os microrganismos citados.

2.2.7 Estudos tecnolOgicos

Estudos tecnolOgicos realizados corn a espêcie P. niruri sac, escassos, as

poucos trabalhos registrados na literatura foram desenvolvidos no Laboratario de

Desenvoivimento Galanico desta Instituigao de ensino.

SOARES (1997) estudou a padronizacao de extrato aquoso e

desenvolvimento de urn produto seco por aspersào a partir desta esp6cie vegetal,

observando que a decoccao foi a metodologia de extragao a apresentar major teor

de flavonaides totais. 0 desenvolvimento de produtos secos por aspersao (PSA) a

partir de solugOes aquosas de P. niruri mostrou-se viavel. No entanto, o produto



23

obtido, embora, contendo como adjuvante de secagem drOxido de silicio coloidal,

apresentou tendéncia a aglomeracâo e pouca estabilidade quando submetido

atmosfera controlada de 63 % de umidade relativa.

COUTO (2000) realizou estudos de compressäo corn o produto seco por

aspersâo desenvolvido segundo metodologia descrita por SOARES (1997) e

concluiu que o mesmo possui deficientes propriedades de fluxo e densificacâo,

caracteristicas necessarias para a compressäo direta. A autora comprovou a

inviabilidade de utilizacâo da tacnica de compressao direta para producâo de

comprimidos de PSA de P. niruri, mesmo utilizando adjuvantes para melhorar as

caracteristicas tecnolOgicas da mistura de pos. Alêm de observar aderència de p6 as

ferramentas de compress5o, os compactos obtidos nâo apresentaram

caracteristicas tecnolOgicas adequadas. A utilizagOo de maiores concentragOes de

diOxido de silicio coloidal, como lubrificante, nâo alterou o comportamento de

compressao do pó. Por outro lado, a presenca de estearato de magnêsio foi

essencial, pois diminuiu problemas de friccao na fase de ejecâo dos comprimidos.

A estratègia empregada por COUTO (2000) consistiu, ent5o, no

desenvolvimento de granulados contendo alto teor de PSA de P. niruri por meio de

granulacäo por via seta, a partir de compactos contendo alto teor de PSA, o que

permitiu a obtengão de um produto intermediario granular corn propriedades

tecnolOgicas favor-avers a compressäo, porórn observou que o granulado apresentou

problemas frente a umidade ambiental.

Foram encontrados sete documentos de patente relacionados corn o assunto

Phyllanthus sp., sendo seis pedidos americanos e urn de abrangència internacional

(tabela 5), nenhum dos guars relate o emprego de extratos aquosos por aspersäo na

obtenoão do produto seco. Trés dos pedidos de patente incluem preparacOes

contendo produtos derivados da espêcie Phyllanthus niruri.
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Tabela 5: pedidos de patente relacionados corn o genero Phyllanthus.

Patente Alegacào Invent° Inventor

US 6.136.316

Produtos
hepatopropterores e
para o tratamento de

condigOes relacionadas
a hepatite B e E

Produto seco composto,
essencialmente por

extrato de Rheum emodi,
Phyllanthus amarus,

Eclipta alba, Andrographis
paniculate e Picrorhiza

kurroa

MEHROTRA e col.,
2000.

(DABUR, 2000)

WO 00/56347

Fracäo enriquecida
obtida de P. amarus e

produtos derivados
para o tratamento de

hepatite

Fracäo enriquecida de P.
amarus

PREMILA e cot.,
2000

(WORLD, 2000)

US 4.997.817
Filantostatina A como

citostetico

Filostantina A, lignana
glicosidica extraida de

raizes de P. acuminatus

PETIT!, 1991
(ARIZONA, 1991)

US 4.673.575
Produto farmacéutico
para o tratamento da

hepatite viral

Extrato metanOlico de P.
niruri preparado corn

todas as partes do vegetal 	

VENKATESWARAN
e col., 1987
(FOX, 1987)

PETTIT, 1983
(UNIVERSITY, 1983)US 4.388.457

Derivados de
filantostatinas como

citostetico

Filantostatina 1, 2 e 3;
Filantosideo extraidos de
raizes de P. acuminatus

US 4.937.074
Metodos para o
tratamento de

infecgOes retrovirais

Extrato de P. niruri
associado a outros

agentes antivirais, como o
-

AZT e DDC.

VENKATESWARAN
e col., 1990
(FOX, 1990)

US 5.529.778

Produtos ayurvedico
para a profilaxia e

tratamento da SIDA '
gripe, tuberculose e

outras
imunodeficiencias

Dois produtos, o LIVZON -
composto elaborado corn

extratos secos de P.
niruri, Tinosposra

codifolia, P. emblica,
Terminalia belerica e T.

chebula, e o IMMINEX —
composto de extratos
secos de Holarrhena

antidysenterica, Picrorhiza
kurrooa e Swertia chirata

ROHATGI, 1996
(LEBLANC &

BECKER, 1995)

3. Cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) para polifendis

Os polifenOis representam urn complexo grupo de substências corn potenciais

propriedades terapéuticas (CARVALHO e col., 2003) e, como tal, recebem especial

destaque na comunidade cientifica, que vem desenvolvendo diversos metodos

analiticos visando a avaliagâo qualitativa e quantitativa desses compostos

(ESCARPA e GONZALEZ, 2001).
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0 desenvolvimento de metodos analiticos para quantificageo de polifenOis em

solucOes extrativas de plantas medicinais revela grandes dificuldades,

principalmente, devidas a diversidade de substancias presentes na amostra, as

quaffs exigem alta seletividade e especificidade. A generalizageo da aplicaceo de

uma tecnica idealizada para urn determinado analito, na maioria das vezes, é

invievel. Embora o objeto de analise seja a mesma substancia ou grupo quimico, a

origem da matriz em analise, como por exemplo, outra especie ou ate mesmo outra

parte do vegetal, pode causar insucesso de sua aplicagao, especialmente face a

interferancia dos constituintes particulares aquela amostra (CARVALHO, 1997;

SOARES, 1997; DA SILVA, 1999).

ESCARPA e GONZALEZ (2001), comparando dois metodos analiticos para

doseamento de polifenOis, especificamente taninos, em solugOes extrativas vegetais,

concluiram que o matodo espectroscOpico, quando comparado a CLAE,

superestimou o contendo polifenOlico dos extratos, uma vez que os aciicares e

proteinas solOveis constituem importantes interferentes na metodologia de analise.

Dessa forma, atualmente, na grande maioria dos estudos analiticos realizados

corn polifenOis, a CLAE tern sido a metodologia de escolha, principalmente, devido a

sua versatilidade e preciseo (DING e col., 1999). Colunas cromatograficas de fase

reverse (C16 ou C8), conjuntamente corn fases mOveis compostas de acetonitrila e ou

metanol em meios aquosos acidos, associados a deteccao UV/vis constituem os

sistemas mais empregados. Na tabela 6 esteo descritas, de forma resumida, as

condigOes cromatogreficas, apresentadas na literature, para analise desses

compostos em solugOes extrativas vegetais.

Embora exista registro na literature de verios metodos analiticos para a

quantificaceo de polifenOis, a maioria apresenta uma serie de limitagOes

relacionadas a eficiancia da separageo entre os compostos. Freq0entemente, os

problemas esteo ligados a matriz biolOgica, que é constituida por uma mistura

complexa, contendo, alem dos polifenOis, outras substâncias que coeluem e

absorvem em mesmo comprimento de onda de analise. Estas podem possuir

comportamento cromatogrefico semelhante aos compostos de interesse e tambern
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interferir negativamente na anallse (ESCARPA e GONZALEZ, 2001; MILBURY,

2001).

Tabela 6: sistemas empregados em CLAE para analise de polifenciis em extrativos

vegetais

Coluna Fase novel Detector refer6ncias
Nucleosil C18 A)H3PO4 0,01 M (G)

B)MeOH
UV/vis ESCARPA 	 e

GONZALEZ (2001)
Kingsorb Cis CH3OH: H20: H3PO4 (I) UV/vis WANG e col. (2000)
Nova-Pak Cis A)MeOH:AcOH:H20

(10:2:88 v/v) (G)
B)MeOH:AcOH:H20
(90:2:8 v/v)

UV/vis
fluorometrico

RODRIGUEZ-
DELGADO 	 e 	 col.
(2001)

Zorbax SB-Cis Me0H:H20:AcOH
(30:70:0,1 v/v) (I)

UV/vis DING e col., 1999

Spherisorb
ODS-2

A)ACN (G)
B) AcOH 5%

UV/vis
fluoromètrico

VINAS e col., 2000

MCM-Cie A)H3PO40,1 M (G)
B)ACN:MeOH:H3PO4
(10:60:30 v/v)

UV/vis MILBURY, 2001

Hypersil CiS A)ACN: H20:FcOOH
(10:90:5 v/v)
B)ACN: H20:FcOOH
(90:10:5 v/v)

UV/vis ANDLAUER 	 e 	 col.,
1999

G = aradiente: I = isocr6tico: Me0H = metanol: AcOH = acid° acetico; ACN = acetonitrila; FcOOH =
acido fOrmico

0 tipo de coluna cromatogràfica a importante fator para a efici6ncia de urn

metodo de an6lise por CLAE (CROZIER e col., 1997; CLAESSENS e col., 1998;

DALLUGE e NELSON, 2000). WANG e colaboradores (2000), analisando polifenciis

em solucties extrativas, avaliaram sob as mesmas condicOes, duas colunas,

Kingsorb CiS (5 gm, 150 x 4,6 mm d.i., 80 A) e Nucleosil CiS (5 gm, 150 x 4,6 mm

d.i., 100 A), ambas corn mesmo tipo e grau de substituic5o, diferenciando-se apenas

pelo tamanho de poros do recheio, observaram que, apesar de ambas mostrarem

respostas semelhantes, a Kingsorb apresentou completa separacâo de todas as

subst8ncias presentes nas amostras. Fato semeihante foi observado por DE SOUZA

e col. (2002) que, analisando flavonOides em solucties extrativas de Achyrocline

satureioides, verificou que a substituicâo da coluna cromatogr6fica Lichrospher Cis

(5 gm, 250 x 4 mm d.i., 80 A) por uma Shimadzu Cis (5 P.m, 250 x 4,6 mm d.i., 80 A),

as quais diferenciam-se apenas pelo diâmetro interno da coluna, sob mesmas
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condigOes experimentais, resultou em significativa melhora na resolugao e

separagao dos picos.

A grande variedade de colunas de fase reversa disponivel no mercado,

diferencia-se quanto ao tipo de ligante, grau de substituicao, tamanho, forma das

particulas e porosidade do material de enchimento da coluna. Mais importante,

contudo, sac) as propriedades relativas a polaridade da fase reversa que determinam

a seletividade das mesmas (CLAESSENS e col., 1998).

Durante o desenvolvimento de urn metodo de andlise por CLAE, assim como

qualquer têcnica analitica, faz-se necessario planejar e executar a sua validagao,

para garantir que o mesmo seja exato, especifico, reprodutivel e resistente dentro da

variacao especificada na qual a substancia em exame sera analisada (SWARTZ e

KRULL, 1997). A validagâo dos metodos assegura a credibilidade durante o use

rotineiro (THE UNITED, 2000).

No Brasil, apOs a publicacéo da portaria n° 6 (BRASIL, 1995), revogada pela

RDC n° 17 (BRASIL, 2000), por sua vez revogada pela RDC n° 49 (BRASIL, 2004),

a validagäo dos metodos analiticos utilizados no controle de qualidade de

fitoterapicos tornou-se uma exigéncia legal para o registro dos mesmos. No entanto,

o conjunto de experimentos a ser empregado para a validagao do metodo depende,

principalmente, da tacnica utilizada e do tipo de amostra. Assim, em uma tentative

de harmonizar os requisitos para registro de medicamentos, a Conferancia

Internacional de Harmonizagão (ICH, 1996) tem elaborado diretrizes e normas para

a execucao de atividades de validagão analitica, entre outras. As normatizagaes da

ICH sugerem testes que devem compor urn processo de validagao, salientando as

peculiaridades inerentes aos metodos quimicos, fisico-quimicos e biolOgicos (ICH,

1996).

De forma geral, os principais testes realizados para a validagao de uma

metodologia analitica incluem ensaios de linearidade, preciséo (repetibilidade e

precisäo intermediaria), exatidão, limites de quantificagao e detecc5o, robustez e

resistancia (ICH, 1996; THE UNITED, 2000).
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Corn relagäo a materia — prima vegetal de Phyllanthus niruri, ha uma grande

deficiancia na literatura quanto aos matodos de doseamentos de seus constituintes

quimicos. Os poucos trabalhos encontrados na literatura referem-se a flavonOides e

lignanas (ISHMARU e col., 1992; SHARMA e col., 1993). Outro trabalho registrado

na literatura foi o realizado por DA SILVA (1999) que, visando ao controle de

qualidade de materia-prima vegetal e derivados, propOs-se a desenvolver e validar

metodologias analiticas para quantificagão de flavonOides nas partes aereas de P.

niruri. Os resultados demonstraram que os metodos espectrofotornetrices avaliados,

apesar de possuirem repetibilidade e precisao intermediaria satisfat6ria,

apresentaram erros sistematices, limitando as condicOes experimentais a faixas de

trabalhos definidas. 0 matode de quantificagbo desenvolvido pelo autor, por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), tambem apresentou erros

sisternaticos, ocorrendo perda da linearidade na faixa de trabalho utilizada.

A monografia do Phyllanthus niruri, descrita no quinto fasciculo da

Farmacopeia Brasileira, propOe, como meted° de quantificaeâo do acid° galico

presente na mataria-prima, a cromatografia liquida de alta eficiência (CLAE)

utilizando coluna cromatografica de fase reversa C13 (5 grrl, 250 x 4,0 mm d.i),

sistema gradiente linear corn fase mOvel de metanol:agua:acido trifluoracetico

(30:70:0,05 v/v) como solvente A e metanol:acido trifluoracetico (100:0,05 v/v) como

solvente B, eluindo em fluxo de 0,5 ml/min e deteccáo UV/vis em 275 nm (F. Bras.

IV, 2003).

4. Extratos secos vegetais obtidos por spray-drying

Na elaboragâo de um Meter -Oleo, a preparaeâo de solugOes extrativas,

contendo as substancias quimicas de interesse terapOutico, constitui uma etapa

preliminar que, apes a retirada da agua ou solvente, conduz a obteneao de urn

produto intermediario, geralmente, urn extrato seco. Os extratos secos vegetais säo

produtos intermediaries que apresentam vantagens de maior estabilidade quimica e

facilidade de armazenamento, manuseio e transporte (LIST e SCHIMIDT, 1989). 0

tipo e condieOes de secagem devem ser estabelecidos de acordo corn a constituicâo

quimica do material a secar, bem como corn as caracteristicas desejadas ao produto

acabado.
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A secagem de extratos vegetais contendo substancias termolabeis exige,

preferencialmente, tecnicas de secagem a baixas temperaturas. A liofilizacao,

tecnica que consiste no congelamento do produto a temperaturas negatives e

posterior secagem, atraves de sublimagäo do gelo, sob agao de vacuo, pode ser

uma boa escolha para produtos termolabeis, no entanto, tecnologicamente, essa

tecnica produz pOs extremamente leves, muitos volumosos e corn etevada

higroscopicidade o que a torna pouco utilizada na indOstria de fitoterapicos

(WENDEL e CELIC, 1998; LIST e SCHMIDT, 1989). Por outro lado, a secagem por

aspersäo é muito utilizada pare a producâo de extratos vegetais pois, apesar de ser

uma tecnica executada em temperaturas elevadas, entre 150 e 200 °C, o reduzido

tempo de contato do produto corn a fonte calorifica permite sua utilizagâo para

substancias sensiveis ao calor, alêm do que origins pos corn melhores

caracteristicas tecnolOgicas e passiveis da otimizacâo atraves de alteracOes de

alguns parametros de secagem (MASTERS, 1978; BROADHEAD e col., 1992)

A secagem por aspersâo (Spray-drying) consiste em uma operacâo de

secagem de solucOes, suspensties, emulsOes ou pastas, por divisâo em finas

goticulas no interior de uma cAmara provida de ar quente, a fim de obter a

evaporagâo do solvente e a recuperacâo de urn produto seco no estado particulado.

Existem varies denominacOes para os produtos obtidos por essa tecnica, tais como,

produto seco por aspers5o, produto seco por nebulizacâo e produto seco por

pulverizacâo (MASTERS, 1978, WENDEL e CELIK, 1998).

A secagem por aspersão é uma tecnica muito utilizada nas empresas

quimicas, alimenticias, bioquimicas e farmacèuticas. Entre as varies razees para sua

ample utilizacâo destacam-se a capacidade de obtencâo de produtos particulados

corn propriedades pre-definidas, como tamanho e forma de particulas, otimizacâo de

producâo possibilidade de eliminacâo de etapas no processo de fabricacão de

formulagOes, como granulacâo, revestimento e formacao de complexos, alern da sua

aplicabilidade para materiais tanto sensiveis quanto estaveis ao aquecimento

(MASTERS, 1978; BROADHEAD e col., 1992; WENDEL e CELIK, 1998).

A otimizacão das caracteristicas fisicas e quimicas dos produtos secos,

obtidos atraves dessa tecnica, envoive a comparacäo entre os parämetros do
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processo, tais como aquecimento, vazao de ar, fluxo de alimentacao, viscosidade,

tensao superficial do produto fluido a secar, desenho, dimensao e principio de

funcionamento do dispositivo de aspersäo (WAN e col., 1991; BROADHEAD e col.,

1992).

A tecnica de secagem por aspersâo tern recebido urn grande destaque no

desenvolvimento de fitoterapicos, principalmente, devido a major facilidade de

obtencao de produtos corn major concentracao de constituintes quimicos, sem

degradacao e perda de atividade farmacolOgica e, comparada a outras tacnicas de

secagem, corn melhores caracteristicas tecnolOgicas (MARTINS, 1997). Alarn disso,

os produtos secos por aspersao apresentam maior estabilidade e podem ser

utilizados tanto como produto final como intermediarios na producâo de outras

formas farmacéuticas (CASADEIBAG, 1987; LIST e SCHMIDT, 1989; DE PAULA e

col., 1998).

A utilizacao de adjuvantes de secagem tern sido fator primordial para a

otimizacao da operacao de secagem por aspersào, pois estes atuam tanto no

aumento do rendimento como no asseguramento da estabilidade do produto obtido.

Varios trabaihos, utilizando diferentes adjuvantes de secagem, evidenciam a

necessidade desses para otimizagão do rendimento, bem como para a definicâo e a

melhoria das caracteristicas tecnolOgicas do produto obtido (JACOB e col., 1976;

CASADEIBAG, 1987; BASSANI, 1990; GONZALEZ ORTEGA e SCHMIDT, 1995).

Entre os adjuvantes de secagem que oferecem melhores perspectivas tecnolOgicas

destacam-se o diOxido de silicio coloidal e o fosfato de calcio (BASSANI, 1990;

GONZALEZ ORTEGA e SCHMIDT, 1995).

DE SOUZA e colaboradores (2000a) utilizaram a tecnica de secagem por

aspersao para elaboracâo de urn produto seco de Passiflora edulis. Utilizando dois

adjuvantes de secagem, Aerosil® 200 e Gelita-Sol-P®, isolados e em misturas,

verificaram que o produto seco por aspersao, preparado somente corn Aerosil 200,

foi o que apresentou melhores caracteristicas tecnolOgicas, principalmente no que

se refere ao comportamento frente a umidade.

A secagem por aspersâo tern sido empregada corn sucesso no LaboratOrio de

Desenvolvimento Galanico do Programa de POs-Graduacao em Ciancias
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Farmacauticas da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande

do Sul. Essa tecnica tern sido utilizada nâo apenas para obteng..âo de extratos secos

vegetais mas tambêm para o estudo de formulagOes, visando o aumento da

estabilidade e ou a liberagâo controlada (SENNA, 1993; CAMPOS, 1996; TEIXEIRA,

1996: DE PAULA, 1997; CARVALHO, 1997; DE SOUZA, 1997; SOARES, 1997;

LOPES. 1998; MULLER, 1999).

No entanto, a maioria dos produtos obtidos atraves da secagem por aspersâo

de extratos vegetais, mesmo utilizando adjuvantes de secagem para melhorar as

caracteristicas dos produtos resultantes, apresentam reduzido tamanho de particula,

baixa densidade e elevada higroscopicidade (TEIXEIRA, 1996; CARVALHO, 1997;

DE SOUZA, 1999). Neste caso, o pequeno tamanho particular dos produtos obtidos,

pode ser justificado pelas caracteristicas do equipamento empregado, de escala de

bancada, cujo bocal de aspersâo, por ser do tipo bocal pneumatic° corn 0,7 mm de

diametro. impede a presenga de altas concentragOes de sOlidos no produto a secar,

o que contribui para o reduzido diametro das particulas obtidas (MASTER, 1978).

0 tipo do bocal aspersor e a natureza do produto a aspergir sac) doffs fatores

corn papal fundamental sobre as caracteristicas do produto seco obtido. Os

dispositivos de aspersao podem ser classificados em: bocais pneumaticos e discos

rotores. Nos primeiros, a selegâo dos diametros das particulas é feito pelo diametro

interno da agulha injetora, ja os discos rotores, devido ao pr6prio desenho, permitem

que o liquid() a secar seja distribuido a partir do seu centro e atravês da forga

centrifuga gera a formagao de goticulas maiores, o que favorece o aumento do

dibmetro de particulas do produto obtido (MASTERS, 1978; BROADHEAD e col.,

1992). SOARES (2002) utilizando aparelho semi-industrial, corn aspersor de disco

rotor. para secagem de solugao extrativa aquosa de Phyllanthus niruri, obteve urn

produto corn tamanho de particula consideravelmente major que o produzido, em

escala de bancada, corn aspersor tipo agulha.

4.1 Compressäo de extratos secos por aspersäo

As deficientes propriedades tecnolOgicas dos extratos secos, associadas ao

fato de que, geralmente, as substancias ativas estao diluidas na matriz vegetal,

sendo, portanto, necessarias doses elevadas de extratos secos para alcangar o
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efeito farmacolOgico desejado, dificultam consideravelmente a operagao de

compactagao, tornando a compressao direta praticamente impossivel (LIST e

SCHMIDT, 1989; PALMA e col., 1999).

No entanto, a maioria dos poucos estudos disponiveis sobre formulagOes de

comprimidos contendo extratos secos vegetais utilize misturas de adjuvantes e a

tecnica de compressao direta para a obtencâo de comprimidos. Os resultados

demonstram que os adjuvantes sae essenciais para a obtencao dos comprimidos,

influenciando diretamente nas caracteristicas do produto final (PLAIZIER-

VERCAMMEN e BRUWIER, 1986; VENNAT e col., 1993; GONZALEZ ORTEGA e

SCHMIDT, 1995; PETROVICK e col., 1995; RENOUX e col., 1996; LINDEN, 1998;

DE SOUZA e col., 2000).

LINDEN e colaboradores (2000) estudaram a viabilidade de producao de

comprimidos, por compressao direta, de PSA de Passiflora edulis produzido corn

fosfato de calcio, e utilizaram o planejamento estatistico atraves da analise de

superficie de resposta para otimizar as caracteristicas farmacotecnicas des

formulagies estudadas. Os autores empregaram dicixido de silicio coloidal (Aerosil

200) como deslizante, croscarmelose sOdica (Ac-Di-Sol) como desintegrante e

celulose microcristalina como material de carga/aglutinante, concluindo que a

proporcâo de Aerosil 200 na formulacâo afetou positivamente a dureza dos

comprimidos e que o Ac-Di-Sol, alêm de diminuir o tempo de desintegrag5o, tambem

influenciou a dureza dos comprimidos de forma dependente da concentragâo de

Aerosil 200 presente na formulagâo.

PLAIZIER-VERCAMMEN e BRUWIER (1986), avaliando a influancia de

adjuvantes na compressão direta de extrato seco de Harpagophytum procumbens,

observaram que, mesmo corn a utilizacâo de adjuvantes, as formulacOes

apresentavam elevada aderancia as ferramentas de compressao, dificultando a

obtengâo dos comprimidos. Os comprimidos obtidos apresentaram-se altamente

higroscOpicos, sugerindo a necessidade de urn revestimento para protegâo contra

umidade. Fenerneno semelhante foi observed° por DE SOUZA (1999) e COUTO e

colaboradores (2000), na compressão direta de extrato seco por aspersäo de

Maytenus ilicifolia e Phyllanthus niruri, respectivamente. Os autores concluiram que,
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alem da higroscopicidade, os produtos compactados obtidos nâo apresentaram

caracteristicas tecnolOgicas adequadas para uma forma farmacautica comprimido,

mas vidveis a serem utilizados como produtos intermediarios para granulacäo por

via seca.

ROCKSLOH e colaboradores (1999) otimizaram, atraves de redes neurais

artificiais, o tempo de desintegragâo de comprimidos contendo aita dosagem de

extrato seco vegetal. Neste estudo, os autores, mantendo constante a concentracOo

de extrato seco vegetal nas formulacOes, comparam duas tecnicas de compressào,

direta e corn granulagao previa por via seca. Verificaram, que nos comprimidos corn

extrato nâo granulado, a reducOo do tempo de desintegragao estava condicionada a

urn aumento do peso dos comprimidos. Por outro lado, os comprimidos obtidos ap6s

granulacão apresentaram baixo tempo de desintegracào, sendo suas caracteristicas

finais menos dependentes da concentracâo do extrato.

PLAIZIER-VERCAMMEN e colaboradores (1991), estudando a acâo do

Emcocel® 50 e Emcocele 90, adjuvantes derivados da celulose microcristalina, na

compressâo direta de extrato seco de Equisetum arvense, verificaram uma grande

segregacâo de particulas refletida na variack) de peso dos comprimidos, alem

disso, observaram que a friabilidade e o tempo de desintegragâo dos mesmos

dependeram tanto dos adjuvantes, como da forca de compressäo aplicada.

Os problemas relativos a elevada higroscopia dos extratos foram estudados

por PLAIZIER-VERCAMMEN e DE NEVE (1993)' que avaliaram, comparativamente,

as alteracCies sofridas por comprimidos placebos e outros corn caracteristicas

similares contendo extrato seco de Taraxacum, submetidos a ambientes de

diferentes umidades relativas (UR%). Os autores observaram que os filmes de

revestimentos utilizados para protecäo contra umidade mostraram eficacia somente

para os placebos, pois a elevada higroscopicidade do extrato seco foi responsevel

pelo aumento da fragilidade dos comprimidos, em ambientes corn UR% acima de 22

%.

PLAZIER — VERCAMMEN, 3.A e DE NEVE, R.E. Pharmazie, n.48, p.441-446, 1993. Apud PEREZ, L.M.D.

Disefio y evaluation de comprimidos convencionales e de cesion controlada de extratos secos

(Plantago lanceolata). Santiago de Compostela: Universidade de Santiago de Composteta, 1995. Tese de

doutorado
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PEREZ (1995), estudando o comportamento de compressao de granulados

contendo polimetacrilatos, Eudragit® E e Eudragit® RS, observou que os

granulados, mesmo contendo proporcOes reduzidas dos polimeros, apresentaram

significativas melhoras em suas propriedades reolOgicas. Todas as formulacOes

originaram comprimidos corn adequadas propriedades mecanicas e corn velocidade

de dissolucao dependente da proporcäo de polimero empregada e da force de

compressâo aplicada. 0 revestimento dos comprimidos corn uma pelicula de

Eudragit E permitiu sua conservacao durante 1 ano a temperatura ambiente, sem

apresentarem alteracties considereveis no peso 011 no contendo de substancias

quimicas.

0 emprego de altos teores de extratos secos vegetais e, em certos casos, a

preceria estabilidade de alguns de seus componentes, podem inviabilizar a utilizagao

da granulacäo por via Omida (PLAIZIER-VERCAMMEN e BRUWIER, 1986; LIST e

SCHMIDT, 1989; VENNAT e col., 1993). Por conseguinte, a maioria dos trabalhos

indica a granulacâo por via seca, seguida do revestimento corn pelicula, como

tecnica alternative na obtencâo de produtos intermedierios para a tecnologia de

comprimidos contendo extratos secos vegetais (PLAIZIER-VERCAMMEN e

BRUWIER. 1986; PLAIZIER-VERCAMMEN e col. ,1991; PEREZ, 1995; DE SOUZA,

1999: COUTO, 2000).

EGGELKRAUT-GOTTANKA a col. (2002a) estudando a compressão de

granulados de extratos secos obtidos a partir da erva de Sâo Joäo, concluiu que

comprimidos que continham o extrato seco na forma granulada apresentaram tempo

de desintegracâo cerca de três vezes menor que os comprimidos elaborados corn o

extrato na forma de pi 'Nem do que, estudos de dissolugão revelaram que a

hiperforina, hipericina e a rutina foram mais rapidamente liberadas dos comprimidos

que continham o extrato na forma granulada. Em outro estudo, os mesmos autores

verificaram que um aumento da concentragâo de estearato de magnesio incorporado

nos granulados, como fase interna, reduz sua influancia negative no tempo de

desintegragáo dos comprimidos mantendo, no entanto, sua funcâo de Iubrificante

(EGGELKRAUT-GOTTANKA e col., 2002b).
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5. Revestimentos peliculares de comprimidos

Os comprimidos revestidos caracterizam-se por apresentarem sua superficie

recoberta por uma ou mais camadas de substáncias, entre elas, acircares, resinas e

polimeros (LE HIR, 1995).

Segundo PETROVICK (2003), entre os inCirneros motivos para revestimento

de comprimidos destacam-se os apresentados na figura 2.

Figura 2: principais justificativas para o revestimento de comprimidos

(PETROVICK, 2003)

0 controle do perfil de cedència dos comprimidos està diretamente

relacionado ao tipo das substáncias de revestimento utilizado (VOIGT, 2000; VILA

JATO, 1997; ANSEL e col., 1999).

0 processo de revestimento pode ser realizado basicamente em dois tipo de

equipamentos: turbinas de revestimento e torres de leito fluidizado. A evolugâo

tecnolOgica dos equipamentos tern sido no sentido de diminuicäo do tempo de

revestimento e reducâo da interven0o do operador no processo, uma vez que, em
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muitos casos, o processo apresenta carater quase que artesanal (SEITZ e col.,

2001).

Os comprimidos utilizados no revestimento costumam ser chamados de

nUcleos e sua adequabilidade ao processo depende de algumas caracteristicas, tais

como dureza, forma, superficie, tamanho, sensibilidade ao calor e capacidade de

interacao corn o produto de revestimento. Contudo, devido a existancia de diferentes

tecnicas de revestimento, as caracteristicas dos nOcleos variam de acordo corn as

exigencies de cada uma (BAUER e col., 1998).

De forma geral, as caracteristicas dos nOcleos pare o revestimento englobam

a resistencia a abrasao, que deve ser suficiente para suportar as movimentos de

rolagem e friccao sofridos nas turbines, bem como o impacto e atrito quando

submetidos ao leito fluidizado; - a forma, sendo mais adequada a biconvexa porque

permite aos nt.icleos rolarem livremente nas turbines corn o minim° de contato entre

eles; - a superficie lisa, mas corn propriedades de moihabilidade favoreveis a

aderancia, pois para que o revestimento adira ao comprimido os seus constituintes

tern que molhar a superficie do mesmo, e por fim; - a estabilidade ao calor, uma vez

que o aquecimento, necesserio para evaporagao do solvente, pode representar urn

efeito adverso aos fermacos termolabeis (BAUER e col., 1998; SEITZ e col., 2001).

0 produto de revestimento consiste em uma mistura de substancias,

responseveis pela estabilidade da estrutura da camada de envolvimento.

Dependendo do material utilizado e do objetivo do processo existem, basicamente,

dois tipos de revestimento, o drageamento e o pelicular, os quais exigem

equipamentos apropriados e caracteristicas especiais dos comprimidos.

0 revestimento corn acticar, chamado de drageamento, constitui o matodo

classic° e consiste na aplicagâo de varies camadas de revestimento sendo a

sacarose o principal componente. 0 processo de drageificacâo inclui uma seqUencia

de etapas, consumindo tempo, materiais a energia. Apesar de encontrar-se em

declinio, uma vez que a uma tecnica morose a praticamente manual, onde o

sucesso do produto depende da habilidade do operador, ainda a bastante usada,

principalmente, para melhorar a aparencia e caracteristicas organoldpticas dos

comprimidos. 0 processo de drageificacao a realizado em turbines de drageamento
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operadas mecanicamente. A solucâo de revestimento a aspergida corn aplicacão

conjunta de ar quente a fim de acelerar a secagem da cobertura (BAUER e col.,

1998). Esta têcnica resulta em comprimidos que podem ter o dobro do tamanho e do

peso dos nOcleos originals, o que do ponto de vista do paciente pode significar em

uma desvantagem, pois comprimidos maiores s5o mais dificeis de degiutir (VILA

JATO, 1997; ANSEL e col., 1999; VOIGT, 2000;).

0 revestimento pelicular, têcnica derivada da drageifica95o, ocorre pela

aposi95o de uma fina camada de polimero, hidrossolCivel ou n5o, que forma urns

camada continua sobre os comprimidos. Corn isto apresenta, sobre a drageifica95o,

a vantagem de originar comprimidos de peso e forma prOximos dos originals alern de

ser uma têcnica, relativamente, simples e râpida. (BAUER e col., 1998; SEITZ e col.,

2001). 0 mecanismo de revestimento pelicular (figura 3) consiste na evapora95o

râpida do solvente frente a aspersäo do liquid° de revestimento corn subsequente

incremento da concentracâo do polimero na superficie dos niicleos, posterior

coalescéncia e forma95o do filme de revestimento.

asp_ 	 ••ersäo 	 ades5o
•-

4‘• ••

Figura 3: mecanismo de forma95o do filme de revestimento

As substáncias filmOgenas mais empregadas, geralmente, s5o derivados de

celulose (hipromelose, hielose), poligOis de alta massa molecular e poliacrilatos

(Eudragit®). A sele95o do polimero ou associa95o desse corn coadjuvantes permite

a obten95o de peliculas que podem ser, segundo o modo de a95o desejado,

insolOveis, permeâveis ou muito solOvels a urn determinado pH (ALAM e PARROT,

1972, MARTINEZ-PACHECO e col., 1988, LE HIR, 1995; VILA JATO, 1997).
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Os filmOgenos podem ser aplicados na forma de dispersOes aquosas ou de

soluo6es preparadas corn solventes orgenicos. Os componentes de formulacties

tipicas de revestimento pelicular, corn base aquosa e nào-aquosa, estao

discriminados na tabela 7.

As formulagOes preparadas como dispersdes aquosas apresentam

desvantagens relacionadas a lenta evaporacâo do solvente e, assim, problemas

resultantes da presence de umidade e do tempo de exposioao a agao do calor. As

formulagOes preparadas corn solventes voléteis proporcionam procedimentos de

revestimento mais repido, mas apresentam dificuldades de trabalho devido

emissao de vapores inflarneveis (LE HIR, 1995).

Tabela 7: componentes de formulacOes para revestimento pelicular (ANSEL e col.,

1999)

Revestimento nao-aquoso Revestimento aquoso
Componentes exemplo Componentes exemplo

Formador de pelicula
acetoftalato de

butila
Formador de pelicula eteres de celulose

Adesivos polietilenoglicol
Plastificante Oleo de mamona Plastificante propilenoglicol
Tensoativos polissorbatos
Opacificantes e
corantes

diOxido de titanio
p.
	

Opacificantes e
corantes

&Ida de ferro

Flavorizantes baunilhe
Agentes de brilho cera de abelha

Veiculo
mistura alcool-

acetone
Veiculo ague

Dentre os verios filmOgenos, os polimetacrilatos (Eudragit®) sac) bastante

utilizados e apresentam algumas vantagens, destacando-se a elevada estabilidade e

possibilidade de solubilidade em meio acid° ou base de acordo corn o tipo de

substituinte (WADE e WELLER, 1994; PETEREIT E WEISBROD, 1999; VOIGT,

2000).

Os Eudragit® sao resinas acrilicas que podem ser utilizadas como filme de

revestimento, dependendo da finalidade desejada existem diferentes tipos. Os

Eudragit® E, por exemplo, copolimeros catiOnicos do dimetiletilmetacrilato e

metacrilatos neutros, possuem grupos aminos tercierios, fracamente basicos que,

em solugão acida, formam sais, sendo solOveis ern meio acid° e insolOveis em meio
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bbsico e neutro. Os Eudragit utilizados em revestimento entèrico, tipos L e S, são

polimeros aniOnicos derivados do âcido metacrilico apresentando o grupamento

carboxila como grupo funcional, dissolvem-se em faixas de pH de 5,5 a 7,0. Os

Eudragit utilizados corn o objetivo de liberacäo prolongada, tipo RL, RS e NE, são de

dois tipos, copolimeros de acrilato e metacrilato apresentando amOnio quartenario

como grupamento funcional, e copolimeros etilacrilato e metilmetacrilato corn grupos

êsteres neutros, podem ser insolOveis e ou permeäveis e o perfil de liberacâo pode

ser determinado atraves da proporcäo de mistura dos dois polimeros, bem como da

espessura ou da concentragão do filme de revestimento (HOEPFNER e cot, 2002).

A figura 4 e tabela 8 apresentam urn resumo dos diversos tipos de Eudragit e
existentes no mercado. Os do tipo Eudragit E® que possuem grupos bâsicos, são

solOveis em suco gâstrico; os do tipo Eudragit L® e S®, apresentando grupos

ãcidos, são utilizados em revestimentos resistentes ao suco gâstrico e solOveis em

meio entdrico. Os Eudragit RL® e Eudragit RS® possuem grupos quaternkios e são

destinados a formas medicamentosas corn liberacäo modificada da substância ativa

(WADE e WELLER, 1994; VOIGT, 2000).

ciri, CH3 	CH3 rurvi_T ,.......3
.1 \4......„.C1424 ..."-,r12

,C
....,

1
I
C=0 R c1=0

I	 IOR' 	 OR

Figura 4: fOrmula estrutural do Eudragit® (R' = alquila e R = ver tabela 2)

Tabela 8: tipos de Eudragit (VOIGT, 2000)

R CaracteristicaEudragit® - Tip 0

E12,5; E100 

E3OD
L12,5; L90 
L3OD 
S12,5 S90

RL12,5, RL100 -CO-CH2-CH2-N(CH3)3
+ Cl .

-00-0-CH2-CH2-
N(CH3)2 

-CO-O-CH2-CH2

-COON

RS12,5; RS100

solOvel em pH 2-5; intumesce em pH 5-8

intumesce em pH 2-8 modific,avel
solOvel em pH 6-8; insolUvel em pH 2- 5,5 
solOvel em pH 5,5-8; insolCivel em pH 2-5 
dificilmente solOvel em pH 7-8; insolOvel
em pH 2-6,5 
intumesce em pH 2-8 e facilmente
permeã'vel 
intumesce em pH 2-8 e dificilmente
permeäve1 
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Apesar de serem fracamente reativos, alguns polimetacrilatos, dependendo

das propriedades fisicas e do grupamento ionico, possuem algumas

incompatibilidades, tais como, coagulagao, atraves de mudancas de pH, corn alguns

solventes organicos e extremas temperaturas. Alern disso, dispersOes de Eudragit L

30D, RL 30D, L 100-55 e RS 30 D sao incompativeis corn o estearato de magnesio

(WADE e WELLER, 1994; PETEREIT E WEISBROD, 1999). No entanto, os

polimetacrilatos sao ainda menos passiveis de interacifies quimicas e reacties de

degradagao que os polimeros derivados de celulose (PETEREIT E WEISBROD,

1999). SCHMID e colaboradores (2000) observaram tendancia de aglomeracâo

durante o processo de revestimento de ibuprofeno corn Aquacoat® ECD, dispersäo

polimdrica contendo etolose. Analises de calorimetria diferencial exploratOria e

difragao de raio-X foram utilizadas para identificar possiveis interacdes entre o

ibuprofeno e o Aquacoat®. Os resultados mostraram que o alcool cetilico,

plastificante, presente no Aquacoat®, foi responsavel pela diminuicao do ponto de

fusao do ibuprofeno, gerando uma tendéncia a aglomerac.ao entre os cristais de

ibuprofeno durante o processo de revestimento. Esse estudo destaca que os

adjuvantes utilizados na dispersao polimerica para revestimento podem conduzir a

interagOes inesperadas.

As caracteristicas dos filmes de revestimento determinam a forma de

liberacâo das substancias ativas. Pode ocorrer dissolucao do revestimento atravas

da formacao de sais corn o suco gastric° ou intestinal, permitindo a desintegragão

do comprimido e liberacao da substancia ativa. No entanto, no caso de

revestimentos corn materiais insolOveis em agua, porem permeaveis, em urn

primeiro momento, as substancias ativas se difundem atravês do revestimento

pelicular pela penetracao de agua, o que provoca urn intumescimento do comprimido

gerando uma pressao interna capaz de romper o revestimento e a partir de entâo

facilitar a completa desagregacao do comprimido. Logo, utilizando revestimentos

insolOveis os ensaios analiticos, geralmente, restringem-sea avaliacao de perfil de

liberacäo das substancias ativas atravês do doseamento das mesmas (VOIGT,

2000).

PRIEDERRE e colaboradores (1997), aralisando varios filmes de

revestimento, concluiram significantes diferencas na protecâo contra umidade



41

atmosferica e no perfil de dissolucao, de acordo corn a natureza do farmaco e do

agente de protecao utilizado.

Poucos Sao os estudos de revestimento em comprimidos contendo extratos

secos vegetais, o que, no entanto, apresenta-se coma uma estratêgia interessante

na protecao contra umidade atmosterica e aumento da estabilidade. SCHMIDT e

SOYKE (1992) estudaram a viabilidade de revestimento corn polimeros de extratos

secos de camomile (Matricaria recutita L.), a fim de proteger a matricina, principal

componente ativo, das influéncias ambientais. Os polimeros utilizados foram

derivados da celulose, polimetacrilatos e copolimeros. Dentre estes foram

empregados polimeros de revestimentos gastro-solOvels (Eudragit-E-100®, Kollidon-

VA-640, Pharmacoat-603®, Resomere®), de revestimento entero-solOveis

(Eudragit-L-1000, Aquacoat®) e filmOgenos que provocam a difusao por membrana

(Ethocel-7®). Atraves de urn estudo preliminar os autores observaram que a

decomposigao da matricina a acelerada por polimeros contendo grupos carboxilicos,

pelo contrario filmes sem esses grupamentos, particularmente de etolose (Ethocel-

70) e derivados basicos de polimetacrilato (Eudragit-E-100®), aumentam a

estabilidade da matricina. 0 revestimento do extrato seco de camomile mostrou urn

aumento da meia vide da matricina em mais de 50 % em relagao ao extrato nao

revestido.

PEREZ (1995), estudando a estabilidade de comprimidos de extrato seco de

Plantago lanceolate revestidos corn Eudragit E-100 ® e armazenados em ambiente

corn umidade relative controlada de 50 %, concluiu que, por urn periodo de 1 ano,

nâo houve modificacao consideravel dos perfis de liberacäo dos comprimidos, nem

alteragão do contendo de glicosideos iridOides, considerados as substancias ativas

do extrato.

JEKO e colaboradores (1999) compararam diferentes filmes de revestimentos

para comprimidos contendo extrato seco de sena, Entre os filmCgenos testados, os

mais eficazes, em aumentar a estabilidade dos comprimidos frente a alteragOes

ambientais, foram a dispersao aquosa de etolose e a dispersao aquosa de acid°

polimetacrilico, sendo a eficacia de revestimento atribuida a hidrofobicidade desses

polimeros.



CAPITULO 2 — Caracterizacào da Materia-Prima Vegetal
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1. INTRODUCAO

0 use de plantas medicinais e produtos derivados é recomendado pela

Organizacão Mundial de Saiide, desde que baseado em evidéncias verdadeiras

(AKERELE, 1985; PETROVICK e col., 1997). 0 aumento do interesse por

medicamentos oriundos de plantas advern, principalmente, do crescimento do nivel

de conhecimento cientifico a seu respeito. Novas evidencias, resultantes de

pesquisas realizadas, conduziram a reavaliacão das plantas medicinais e de seus

produtos derivados, dando suporte a sua utilizagâo como agentes terapéuticos

vâlidos (BOYD, 1996, MARQUES e PETROVICK, 2003).

Phyllanthus niruri, conhecido popularmente como quebra-pedra, é uma

especie vegetal muito utitizada popularmente para eliminacão de aculos renais

(SIMOES e col., 1995). A literatura registra uma ampla revisão sabre sua

constituicào quimica e acrao farmacolOgica (CALIXTO e col., 1998), apresentando

propriedades adequadas a urn processamento tecnolOgico visando a elaboracäo de

uma forma farmacOutica final. No entanto, é uma planta pertencente a um género

corn muitas especies semelhantes entre si, sendo muitas vezes utitizada

equivocadamente (AMAT e col., 1991, UNANDER e col., 1991).

Nesse sentido, o Programa de POs-Graduacão em Ciências Farmacéuticas da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, iniciou corn SOARES (1997) os estudos

tecnolOgicos para esta especie vegetal por meio da padronizacao de solucties

extrativas. COUTO (2000), visando a estabetecer parárnetras de qualidade utilizando

tecnicas de caracterizagâo para materias-primas vegetais, comparou e caracterizou

lotes de P. niruri procedentes de mesmo local de plantio, porem corn diferente époc,a

de coleta, verificando diferenaas entre os lotes, provavetmente devidas a variacâo

biolOgica dos mesmos.

Dessa forma, o presente capitulo tern como objetivo a caracterizacao da

materia-prima vegetal que sera utitizada para o estudo de formulacäo de uma forma

farmacéutica salida compacta.
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2. MATERIALS E METODOS

2.1 MATERIALS

2.1.1 Materia-prima vegetal

A droga vegetal em estudo foi constituida de partes aereas de Phyllanthus

niruri L., adquirida da empresa distribuidora de plantas medicinais Quimer Comercial

Ltda. (Sao Paulo). 0 material recebido foi previamente seco, sendo que os dados de

identificaoão bothnica e caracteristicas de tratamento prêvio do material foram

atestados atraves de ficha de informacOes agronOmicas fornecida pelo respectivo

fornecedor.

2.1.2 Solventes, reagentes e solucties

Todos os reagentes utilizados, a não ser que ocorra especificacäo contreria,

apresentaram grau de pureza prO-anelise.

Acetato de etila (Synth);

acetona (Nuclear);

acetonitrila (Ominisolv ® Merck);

acid° acêtico glacial (Synth);

ecido cloridrico (Nuclear);

ecido fOrmico (Synth);

cloreto de aluminio hexaidratado (Merck);

clorofOrmio (Nuclear);

titer etilico (Synth);

hidrOxido de amOnio (Merck);

iso-propanol (Nuclear);

metanol (Nuclear);

metenamina (LAPPS/UFRGS);

n-butanol (Nuclear);
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poligol 400 (Delaware);

solugâo de vanilina cloridrica a 1 	 (mN) F. Bras. III;

solucâo metanOlica de cloreto ferric° a 10 % (mN) F. Bras. III;

t-butanol (Merck).

2.1.3 Substancias de referéncia

acid° Olico (Merck);

ãcido elâgico (Merck);

ãcido tânico (Merck);

catequina(Sigma);

epicatequina (Sigma);

isoquercitrina (Extrasynthése);

quercitrina (Extrasynthése);

sacuranetina * ;

rutina (Rothichrom).

2.1.4 Aparelhos, equipamentos e outros materiais

Aparelho de tamisagao vibratOrio Retac 3 D, corn tamises de acordo corn a F.
Bras. IV;

balanca analitica Mettler PM 200 corn sistema de secagem por infravermelho
Mettler CP16;

compressor de ar Kohlbach 1/4 CV, modelo 56;

cromatofolhas de gel de silica GF e celulose microcristalina (Whatman —
254, 100 p.m);

cromatografo liquid() de alta eficiência (Shimadzu) corn possibilidade de
eluicâo em sistema gradiente, deteccâo no UV, injetor automàtico, e
gerenciamento de dados externos atravas do software LC-10;

espectrofotOrnetro de varredura Hewlet-Packard 8452A;

misturador cirbico Erweka KM5 acoplado a motor multiuso Erweka AR 400;

moinhos de faca Retsch SKI, corn abertura de malha de saida de 1 mm;

Gentilmente fornecida pelo Dr. Sergio Bordignon e Prof. Dr. Eloir Schenkel
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papal whatman n° 3

potenciOmetro Digimed DM pH 2;

prensa hidraulica manual Hafico corn capacidade para 5 L

purificador de agua Milli-Q Plus Millipore;

2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Tratamento da droga e preparagäo da materia-prima vegetal

0 material vegetal recebido foi selecionado manualmente, sendo separados

folhas e ramos para tratamento individual. Ap6s a seleqäo, as partes do vegetal

foram pesadas, separadamente, e amostras retiradas para a anälise da perda por

dessecagâo (PD %). Todo o material que se encontrava corn valor de PD % acima

de 12 % foi rasurado manualmente e submetido a secagem em estufa de ar

circulante, separadamente folhas e ramos, a temperatura de 45 °C ± 2 °C, ate

estabilizacao da PD %. 0 material foi misturado, manualmente, a cada 2 horas para

permitir secagem homogênea. Amostras foram retiradas da estufa a cada 24 horas

para a medida da PD %.

Ap6s a secagem, cada parte do vegetal foi submetida a moagem em moinho

de facas. 0 material cominuido resultante foi misturado em misturador abico,

constituindo a materia-prima vegetal. A mistura foi realizada de modo a reconstituir

as proporgOes ponderais de folhas e ramos recebidas dos fornecedores. 0 tote em

estudo foi composto de 80 % de folhas e 20 % de ramos.

2.2.2 Caracterizacao da materia -prima vegetal

2.2.2.1 Determinacâo da perda por dessecacdo (CARVALHO, 1997)

0 teor de umidade da droga vegetal e da materia-prima vegetal foi

determinado por matodo gravimetrico, em balanca corn sistema de secagem por

infravermelho. Cerca de 500 mg, exatamente pesados, da amostra foram colocados

em pesa-filtro, previamente tarado, e dessecados nas seguintes condigOes de

secagem: nivel de sensibilidade de 120 e temperatura de 105 °C. Este ensaio foi
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realizado em triplicate corn intervalo de 10 min entre cada determinagao, tempo

necesserio para o resfriamento do sistema.

2.2.2.2 DeterminaCao do teor de extrativos

Cerca de 1 g, exatamente pesado, da materia-prima vegetal foi submetido e

extragao corn 100,0 ml de ague, por decoccao, durante 10 min. Apas resfriamento, o

volume foi reconstituido e filtrado, desprezando-se os primeiros 20 ml do filtrado.

Cerca de 20 g do filtrado, exatamente, pesados foram colocados em pesa-filtro,

previamente tarado, e evaporados a secura em banho de ague, corn agitacâo

ocasional (BUNDESVEREINIGUNG, 1986a). Apas evaporacão, o pesa-filtro,

contendo a amostra, foi colocado em balance corn sistema de secagem por infra-

vermelho nas seguintes condigOes de operaceo: nivel de sensibilidade de 120 e

temperatura de 105 °C, corn intervalo de 10 min entre cada determinacao. 0

resultado foi expresso pela media de trés determinagOes, segundo a equagao 1.

gxFDx100 
TE = 	  (1)

m — (m x 	 )
100

onde: TE = tear de extrativos (%, m(m); g = massa (g) do residua seco, FD = fator de

igual a 5; m = massa (g) da amostra inicial; pd = perda por dessecacao da

amostra (% m/m).

2.2.2.3 Analise granulomêtrica por tamisacão (VOIGT, 2000)

Cerca de 100 g da materia-prima vegetal, exatamente pesados, foram

submetidos a passagem atraves de tamises, previamente tarados, corn abertura de

malha de 0,800; 0,630; 0,315; 0,200; 0,125 e 0,071 mm. A tamisacao foi realizada a

60 vibracties por segundo durante 15 min. As fragOes retidas nos tamises e coletor

foram pesadas e os dados analisados por metodo grefico, construindo-se curves de

retencao e passagem e histograma de distribuicao, a fim de se obter o diernetro

medio de particulas. Os resultados expressaram a media de tres determinacOes.
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2.2.2.4 Andlise qualitativa de polifenegs por cromatografia de camada delgada

Preparagao da amostra: 7,5 g da materia-prima vegetal foram extraidos corn

100,0 ml de agua destilada, sob refluxo, durante 15 minutos. ApOs resfriamento, a

solugâo foi filtrada e reconstituida o volume inicial.

Aliquotas de 25 de solugäo extrativa foram analisadas em sistemas

cromatogràficos para identificagâo de taninos e flavonciides. Solucties metandicas

de ãcido gâlico, acido elâgico, ãcido tanico, catequina, epicatequina, rutina,

quercitrina, isoquercitrina e sacuranetina corn concentrageies de 0,05 % (m/v) foram

utilizadas como referèncias cromatogrâficas. Os sistemas cromatograficos

desenvolvidos estao listados na tabela 1.

Tabela 1: sistemas cromatográficos utilizados para a caracterizacâo da solucáo
extrativa

Sistemas para identificacao de flavonOides

Sistema Suporte Eluente (composigdo - v/v)

FI gel de silica F acetato de etila:acetona:acido acdtico:6gua (60:20:5:5)

Fll gel de silica F acetato de etila:acetona:kido fOrmico:àgua (5:2:1:1)

FIJI gel de silica F254
acetato 	 de 	 etila:âcido 	 fOrmico:iso-propanol:âgua

(50:4:2:7) (STAHL, 1969)

FIV gel de silica F254
n-butanakido acetico:âgua (30:10:10) (WAGNER e

BLADT, 1996)

FV celulose e papel kido acetico 15 % (MABRY e col., 1970)

Sistemas para identificacâo de taninos

Ti gel de silica F acetato de etila:ácido fOrmico:agua (95:5:5 v/v)

TII papel
ãcido 	 acetico: kid° 	 cloridrico:âgua 	 (30:3:10)

(HARBONE, 1984)

TIII papel 6cido acetico 6 % (HARBONE, 1984)

Cromatografia bidimensional

BI) kido acetic() 15 % (MABRY e col., 1970)

B 	 papel 	 BII) álcool t-butano1:6cido acetico:à.gua (3:1:1)

(MABRY e col., 1970)
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Os cromatogramas foram desenvolvidos de modo ascendente em cubas

cromatograficas apOs saturagao corn o sistema eluente. As placas foram secas

temperatura ambiente e as manchas reveladas de acordo corn as substâncias

pesquisadas.

Para deteccao das manchas obtidas nos sistemas para identificacao de

flavonOides (FI, Fill, FIV e FV) foram utilizadas, de forma consecutivas, solucao

metanOlica de reagente Natural-A a 0,3 % (m/v), soluggo etanOlica de poligol 400 a

0,5 % (v/v). A visualizacao foi atravds de luz ultravioleta em 365 nm. Para revelacao

do cromatograma obtido corn o sistema Fli foi utilizado anisaldeido sulfOrico e as

manchas observadas visualmente.

Para deteccao dos taninos, a piaca obtida corn o sistema TI foi borrifada corn

solugão de vanilina cloridrica a 1 e apOs aquecida, em estufa, a 110 °C por 10

min. A manchas obtidas nos sistema TII e TIII foram reveladas corn solucão

metanOlica de cloreto ferrico a 10 % (m/v) e observadas visualmente apeis revelagao.

Foram desenvolvidas cromatografias bidimensionais e co-cromatografia a fim

garantir a presenca ou auséncia das substancias pesquisadas.

2.2.2.5 Analise espectrofotometrica de flavondides totais

Metodo espectrofotometrico sem hidrOlise écida (BUNDESVEREINIGUNG, 1986b,

modificado por DA SILVA, 1999) .

Cerca de 0,4 g da mataria-prima vegetal, exatamente pesado, foi submetido

extragao, sob refluxo, por 15 minutos, corn 30,0 ml de agua destilada. A extracao foi

repetida por mais duas vezes corn 30,0 ml do mesmo liquid° extrator. As solucOes

resultantes foram filtradas e reunidas em balâo volumetrico de 100 ml e o volume

completado corn agua. Essa solucão constituiu a solugao-mae (SM). Aliquota de

10,0 ml da SM foi transferida para balão volumêtrico de 100 ml e o volume

completado corn agua. Separadamente, duas aliquotas de 10,0 ml desta solucao

foram transferidas para balOes volumètricos de 25 mi. Ao primeiro bard° foram

adicionados 2,0 ml de solucão de cloreto de aluminio a 1,5 % (m/v) e o volume

completado corn agua, constituindo a solucao amostra (SA) e o segundo bard° foi
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completado corn âgua, constituindo o branco da an6lise. A leitura foi realizada em

315 nm, 15 minutos apOs a adicâo da solucáo de cloreto de aluminio.

A concentracâo percentual de flavonOides totais foi expressa como

sacuranetina, pela media de seis determinagOes corn très repeticeies cada, calculada

segundo a equagáo 2.

AxFD
C = j„i (2)

AZ'n x m — (m x 00)

onde: C = concentracâo de flavonOides totals expressa em gramas de sacuranetina

por 100 g de materia-prima vegetal; A = absorváncia da amostra (UA); FD = fator de

diluicâo (2500); m = massa da mataria-prima vegetal (g); pd = perda por dessecacão

(g%); = 526,25, coeficiente de absorgão especifica do complexo sacuranetina-

A1C13 (DA SILVA, 1999).

Metodo espectrofotomettico com hidrOlise acida (BUNDESVEREINIGUNG, 1966b,

modificado por SOARES, 1997)

Cerca de 0,4 g da matêria-prima vegetal, exatamente pesado, foi transferido

para baläo de fundo redondo e adicionados 1,0 ml de solugâo aquosa de

metenamina 0,5 % (mN), 20,0 ml de acetona e 2,0 ml de ãcido cloridrico SR. A

mistura foi aquecida em banho de ägua, sob refluxo, durante 30 minutos. ApOs

resfriamento, foi filtrada, atraves de pequena quantidade de algodao, para balk)

volumètrico de 100 ml. 0 residuo da matèria-prima vegetal e o algodao foram

lavados corn duas porceies de 20,0 ml de acetona sob aquecimento, em refluxo,

durante 10 minutos. ApOs o resfriamento, essas soluci5es foram filtradas atravós de

algodäo e reunidas no balk) volumètrico, completando-se o volume corn acetona,

originando a solugâo mae (SM). Em funil de separac5o, 20,0 ml da solucâo mae,

adicionados de 20,0 ml de âgua, foram extrados corn 15,0 ml de acetato de etila,

repetindo-se este procedimento très vezes corn porcOes de 10,0 ml de acetato de

etila. As fases acetato de etila foram reunidas em funil de separacão e, apOs lavadas

corn duas porcOes de 50,0 ml de agua, transferidas para balao volumêtrico de 50 ml,

completando-se o volume corn acetato de etila, originando a solucäo estoque (SE).
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Aliquota de 10,0 ml da SE foi transferida para balk) volumetrico de 25 ml,

adicionados 2,0 ml de solugäo metandica de cloreto de aluminio a 2 % (m/v) e

diluida para volume de 25,0 ml corn solugao metandica de acido acatico 0,5 % (v/v)

(solugâo amostra — SA). Paralelamente, uma aliquots de 10,0 ml da solugäo estoque

foi diluida a 25,0 ml corn solugao metandica de acid° acetic° 0,5 % (v/v) (solugão de

compensacäo — SC). Ape* 30 min da adicao de cloreto de aluminio foi procedida a

leitura em 420 nm da SA, utilizando, como branco, a solugäo de compensagao.

Os resultados foram expressos em percentuat de flavonOides totais,

calculados como quercetina, pela media de seis determinacties corn ties repeticties

cada, utilizando a equagâo 3.

AxFD C=  (3)
pd

All` x m (rn x

onde: C = percentual de flavonOides totals (m/m); A = absorvancia da amostra (UA);

FD = fator de diluicao (625); m = massa da matdria-prima vegetal (g); pd = perda por

dessecagao (g%); = 500, coeficiente de absorcao especifica do complexo

quercetina-AIC13 (SOARES, 1997).

2.2.2.6 Avaliagâo microbiolOgica da droga vegetal

A analise microbiolOgica foi realizada através da contagem de

microorganismos viaveis totals empregando-se o matodo de contagem em placa

conforme a F. Bras. IV.

Cerca de 5 g da mataria-prima vegetal foram dispersos em 100 mi de tampào

fosfato pH 7,2. Aliquota de 10 ml da dispersäo foi diluida a 100 ml corn agua

peptonada. ApOs 1 hora de descanso, 200 ).1.1 da solugao foram esgotados em placa

de Petry contendo 20 ml de meio de cultura agar caseina-soja, para identificagao de

bacterias, e incubado durante quatro dias na temperatura de 30 a 35 °C. 0 mesmo

procedimento foi repetido utilizando meio de cultura agar Sabouraud-dextrose, para

- Agreadecimentos ao Professor Dr. Jose Carlos Germani. e ao Mestre Marcos Marquard. pelo auxilio na
realizacla da andlise microbiológica.
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fungos e leveduras, sendo incubado por sete dias na temperature de 20 a 25 °C. As

contagens foram realizadas apOs incubacâo.

2.2.3 Preparacdo da solugdo extrativa

A solucâo extrativa foi preparada seguindo metodologia desenvolvida por

SOARES (1997), que consta da decocceo sob refluxo, da materia-prima vegetal, por

15 min corn uma proporcâo droga:solvente de 7,5:100 (m/v).

2.2.3.1 Caracterizagdo da solucäo extrativa

2.2.3.1.1Determinacäo do pH (F. Bras. IV)

0 pH foi determinado utilizando 10 ml solucao extrativa, em potenciOmetro,

previamente calibrado. 0 resultado foi expresso pela media de seis determinacOes.

2.2.3.1.2 Determinagdo da densidade relativa (F. Bras. IV)

Foi realizada em picnOmetro de 25 ml, previamente calibrado atraves da

afericäo do mesmo vazio e contendo egua. Em seguida foi determinada a massa do

picn6metro contendo a solucâo extrativa. A densidade foi expressa pela media de

trés determinacOes e calculada segundo a equacâo 4.

cl;; -  m"	 (4)

onde: d 22: = densidade relative; m se = massa da soluceo extrativa; m h,0 = massa da

egua

2.2.3.1.2 Determinagäo do residuo seco

Aliquota de 20,0 ml da solucäo extrativa foi exatamente pesada, diretamente,

em pesa-filtro, previamente tarado, e evaporada ate secura em banho de egua, sob

agitacero ocasional (BOHME e HARTKE, 1976). ApOs evaporageo da solucão

extrativa, o pesa-filtro contendo o residuo foi colocado em balance munida de

sistema de secagem por infravermelho nas seguintes condicOes de operacäo: nivel
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de sensibilidade de 120 e temperatura de 105 °C, corn intervalo de 10 min entre

cada determinac5o. 0 resultado expressa a media de seis determinaccies.

2.2.3.1.3 Andlise qualitativa de polifenOis em cromatografia de camada delgada

A cromatografia em camada delgada da solucäo extrativa foi realizada

utilizando os sistemas cromatogreficos Fl e TI, conforme previamente descrito no

item 1.3.4, para anelise qualitativa da droga vegetal.

2.2.3.1.4 Aridlise espectrofotometrica de filavonOides totals

Metodo espectrofofometrico sem hidrOlise acida (BUNDESVEREINIGUNG, 1986b,

modificado por DA SILVA, 1999) ,

Aliquota de 5,0 ml da solucäo extrativa, exatamente pesada, foi diluida corn

egua a 500,0 ml. Separadamente, duas aliquotas de 10,0 ml desta solucéo foram

transferidas para balOes volumètricos de 25 ml. Ao primeiro bard° foram adicionados

2,0 ml de solucào metandlica de cloreto de aluminio a 1,5 % (mlv) e o volume

completado corn egua, constituindo a solucao amostra (SA). 0 segundo bare() foi

completado corn egua, constituindo o branco da analise. A leitura foi realizada em

315 nm, 15 min apds a adicäo da solucào de cloreto de aluminio.

A concentracäo percentual de flavondides totals foi expressa como

sacuranetina, pela media de seis determinacties corn trés repeticties cada, calculada

segundo a equacao 5.

AxFD 
( 5)AZr, xm

onde: C = concentracâo de flavonOides totals expressos em grama de sacuranetina

por 100 g de solucâo extrativa; A = absorvbncia da amostra (UA); FD = fator de

diluicao (250); m = massa da solucäo extrativa (g); All= 526,25 coeficiente de

absorgâo especifica do complexo sacuranetina-AIC13 (DA SILVA, 1999).
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Mètodo espectrofotomètfico com hidrOlise écida (BUNDESVEREIN1GUNG, 1986b,

modificado por SOARES, 1997) .

Cerca de 15,0 g da solugao extrativa, exatamente pesados, foram transferidos

para bare° de fundo redondo, adicionados de 20,0 ml de acetona, 2,0 ml de HCI SR,

1,0 ml de metenamina 0,5 % (mN) e submetidos a aquecimento, sob refluxo, por 30

min. ApOs resfriamento, a solugao foi transferida para bale. ° volumetric° de 50 ml e o

volume completado corn acetone (solugao mae-SM). Em funil de separacao, 20,0 ml

da SM, adicionados de 20,0 ml de ague, foram extraidos corn 15,0 ml de acetato de

etila, repetindo-se a extracão, por Vas vezes, corn porcties de 10,0 ml de acetato de

etila. As fases acetato de etila foram reunidas em balao volumetric° de 50 ml e o

volume completado corn o mesmo solvente (solugao estoque — SE). Aliquotas de

10,0 ml da SE foram transferidas para balâo de 25 ml e o volume completado corn

solugao metanOlica de acid° acetic° a 0,5 % (mlv) (solugao de compensacao — SC).

Outra aliquots de 10,0 ml da SE foi transferida para bare. ° de 25 ml, adicionados 2,0

ml de solugao metanOlica de cloreto de aluminio 2 % (m/v) e o volume completado

corn solugao metanOlica de acid° acetic° a 0,5 % (m/v) (solugao amostra — SA).

ApOs 30 min da adicao de cloreto de aluminio foi realizada a leitura da SA, em

espectrofotOmetro, em 420 nm, utilizando a SC como branco.

Os resultados foram expressos em percentual de flavonOides totais,

calculados como quercetina, pela media de seis determinagOes, corn trés repeticties,

utilizando a equacao 6.

C= 
 A xFD 

xm

onde: C = percentual de flavonOides totals (m/m); A = absorvancia da amostra (UA);

FD = fator de diluicao (312,5); m = massa da solugao extrativa (g); 	 = 500,

coeficiente de absorg.ao especifica do complexo quercetina-AIC13 (SOARES, 1997).

2.2.3.1.5 Andlise microbiolOgica
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A analise microbiolOgica da solugao extrativa foi realizada de acordo corn o

item 2.2.2.6, utilizando 5,0 ml de solugao extrativa.

2.2.3.1.6 Quantificagão de polifendis por CLAE

Para a quantificacao dos polifengis presentes na solugao extrativa foi utilizado

o metodo desenvolvido e validado por CLAE, descrito no capitulo 3.

A quantificagao da solugao extrativa foi realizada considerando a linearidade

da mesma. onde a concentragao referente ao ponto central da curva foi escolhida

para analise. Sendo assim, aliquota de 4,0 ml da SE foi diluida a 100,0 ml corn agua.

A partir desta solugao, aliquota de 3,0 ml foi diluida em balâo de 25,0 ml corn

solugao de acetonitrila:agua (20:80 v/v), constituindo a solugao amostra (4,8 p.1/m1).

Antes da injecao, a amostra foi filtrada por membrana hidrofilica de 0,45 4m. A

analise foi realizada em triplicata, sendo cada amostra injetada tits vezes.

A concentragäo de acid° galico presente na amostra foi calculada utilizando a

equagao da reta da substancia de referenda. A concentragao das duas outras

substancias quantificadas, porem não identificadas, foi expressa em relagao

concentragão do acido Olio° na amostra. 0 teor de acido Olio° e das outras

substancias na solugâo extrativa foi calculado, considerando o fator de diluicao, de

acordo corn a equagao 7:

C=CamxFD (7)

Onde: C = concentragao da substância na SE (ilgirni); Cam = concentracao da

substância presente na amostra em estudo, calculada atravas da equagéo da reta

obtida a partir da curva padrao da solugao referéncia acid° Olio° (SRAG) (11g/m1);

FD = fator de diluicao da amostra (208,33).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Tratamento e caracterizacdo da droga vegetal

A monografia do Phyllanthus nirun presente na Farmacopeia Brasifeira IV

(2003) contem criterios para identificacao botanica, ensaios de pureza e

doseamento. No entanto, considerando que tecnologicamente outros ensaios, tais

como, teor extrativo e granulometria, sao necessarios para a caracterizacao da

materia-prima vegetal, os resultados aqui encontrados foram comparados corn os

dados dos totes analisados por SOARES (1997), DA SILVA (1999) e COUTO

(2000), utilizando sempre o mesmo protocolo de c.aracterizacao. Os lotes de materia-

prima caracterizados pelos referidos autores foram todos fornecidos pelo Centro de

Pesquisa Quirnicas, BiotOgicas e Agricolas (CQPBA/UNICAMP/SP).

A tabeta 2 apresenta os valores de perda por dessecagao corn que a droga

vegetal foi recebida, os quaffs indicam que ambas as partes foram previamente

secas, apresentando teores semelhantes entre si e abaixo do limite maximo

especificado, o qual varia de 8 a 14 % (ZHI — CHEN, 1980; LIST e SCHMIDT, 1989),

porem prOximo do limite maxim° permitido. Em virtude desse fato, optou-se por

submeter o material a secagem adicional.

Tabela 2: perda por dessecacâo do material vegetal recebido

Material vegetal

Folhas
Ramos  

Perda por dessecagao (%)
X±s (CV %) 

12,49 ± 0,48 (3,82)
12,96 ± 0,26 (2,01)           

0 protocolo de secagem, estabelecido neste laboratOrio, consiste em

submeter o vegetal rasurado em estufa de ar circulante corn temperatura em tomb

de 45 °C por 7 digs. No entanto, em virtude do material em estudo encontrar-se

previamente seco, considerou-se nao haver necessidade de longo tempo de

exposicao. Desse modo a operagão de secagem foi acompanhada de amostragem a

cada 24 horas, para se verificar a perda por dessecacao do vegetal. Quando o valor

se manteve constante, finalizou-se o tratamento.
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A figura 1 representa a perda por dessecacao do vegetal durante a operacao

de secagem, podendo-se verificar que, apOs 24 horas de exposicao, houve uma

forte reducâo na umidade residual do material, em ambas as partes do vegetal, na

ordem de 48,6 % para foihas e 37,8 % para ramos. Comparando-se estatisticamente

os resultados entre os dias de secagem, observou-se que, para as folhas, apOs 24

horas, os valores de perda por dessecacao permaneceram praticamente constantes,

nao havendo diferenca significativa (a = 0,05) entre os resultados apOs esse period°

de tempo, no entanto para ramos a PD % so foi considerada constante aptis 48

horas de exposicao ao calor.

_ 14 -
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---o 12us
• 10 -ine

a.) 	 8 --Jen 	 --*--folhasen
-es 6 - 	 --o--galhos

16cz 4 -,
ea-ts 	 2 -I
a)
O. 0 	

	0 	 24 	 48 	 72

horas

Figura 1: perda por dessecagao do material vegetal durante a operacao de secagem

A necessidade de um major tempo de secagem para os ramos pode ser

devida as caracteristicas da sua estrutura vegetal. As folhas possuem parede celular

menos rigida que os ramos, o que pode favorecer uma eliminacão mais rapida do

seu conteCido volâtil. Sendo assim, os resultados indicam que de acordo corn o valor

de perda por dessecacão inicial do material vegetal, bem como da estrutura

morfolOgica a ser secs, nao ha necessidade de sete dias de secagem.

Na tabela 3 estão discriminados os valores de perda por dessecacao de

foihas a ramos apOs a operagao de secagem. Observa-se que ambas as partes do

vegetal apresentaram valores aproximados entre si, nao havendo diferenca
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significative (a = 0,01), segundo o teste "t" de Student, indicando que a secagem foi

homogenea para ambas as partes morfolOgicas do vegetal.

Tabela 3: perda por dessecacâo (%) da droga vegetal apOs secagem em estufa,

antes da operaca- o de moagem

Material vegetal
Dados experimentais

X ±s (CV %)
Foihas 6,29 ± 0,36 (5,74)
Ramos 6,72 ± 0,38 (5,60)
T de student:g1=8; a = 0,01; t--n-,...coado=2,30 1critc0=3 , 35

Observou-se urn aumento no valor de perda por dessecacáo do material

vegetal apOs as operacães de moagem e mistura (tabela 4), o qual diferiu

significativamente (a = 0,01) dos valores da droga vegetal obtidos logo apOs

secagem. Provavelmente, o manuseio do material, ou seja, a exposiceo ao meio

ambiente, associado ao aumento da superficie de contato, devido a moagem do

material, tenha favorecido uma absorcao de umidade.

Comparando-se os resultados de perda por dessecacao de diferentes totes do

vegetal ape's a moagem (Tabefa 4) verifica-se que o material em estudo apresenta

valor reduzido em reface. ° aos anteriores, entretanto, não difere estatisticamente do

resultado encontrado por COUTO (2000). 0 material tratado pela autora, sofreu urn

processamento semelhante ao do presente trabalho, uma vez que tambem foi

recebido do fornecedor corn valor de PD % dentro do limite de aceitagao, mas foi

submetido a secagem adicional. Dessa forma, os dados indicam que ha uma

reprodutibilidade dos resultados de acordo corn as condicOes iniciais do material e o

protocolo de secagem utilizado.

Tabela 4: analise comparative entre perda por dessecacao (PD) (%) da materia-

prima vegetal apcis moagem

Dados da literature
X ±s (CV %)

DA SILVA
(1999)

Dados
experimentais
X ± s (CV %) SOARES

(1997)
COUTO
(2000)

Ensaio

8,06' ± 0,11
1,36

Madias seguidas de mesma letra nap diferem significativamente peso teste de Tuckey para a = 0,01

PD (%) 7,59' ± 0,21
(2,75)

10,32a ± 0,14
(1,35)

10,30a ± 0,03
(0,3)
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Para se verificar o comportamento do material vegetal durante a

armazenagem, realizaram-se seguidas anélises de perda por dessecagdo para o

controle de umidade da matêria-prima.

Verifica-se na figura 2 (tabela A, anexo) que, ape's urn mès de

armazenamento, houve uma reducâo significative na PD % da matêria-prima

vegetal, indicando urn processo de dessor0o, sendo que nos meses seguintes

ocorreu uma estabilizacäo desses valores sem diferengas significativas. FenOmen°

semelhante foi observado por SOARES (1997) que, ape's 3 meses de

armazenamento da materia-prima vegetal, observou reduce° significative na PD %

corn restabelecimento do valor inicial ape* 7 meses de armazenamento. Atraves

desses dados pode-se inferir que o procedimento de armazenagem està sendo

eficiente na protecäo do material, alêm de que parece haver uma tenclència a voltar

ao valor de PD % alcangado logo apOs a secagem.

C.) 3
clcci 2 1

-
co

0 	

0 	 1 	 6 	 9

armazenamento (meses)

Figura 2: perda por dessecagâo (%) da matèria-prima vegetal durante armazenagem

A determinagao de granulometria foi realizada corn a matéria-prima em

estudo, bem como corn as partes do vegetal que compOe a mistura. Na figura 3

podem ser visualizados os histogramas de distribuigâo granulomètrica (tabela B, C e

D, anexo).
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classes granulornetricas (um)
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Figura 3: histograma da distribuicáo granulomètrica da materia-prima vegetal
Phyllanthus niruri. A — mistura; B — folhas; C — ramos.
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Os dibmetros medios de particula, calculados a partir das curvas de rater -395o

e passagem (figura A, anexo) foram, de 292,4; 298,1 e 545,7 para mistura,

folhas e ramos, respectivamente. Os resultados demonstram que ha uma grande

diferenca entre as granulometrias das pales morfolOgicas do vegetal. Os ramos

possuem estruturas mais rigidas que as folhas o que proporciona urn padrao de

ruptura mais grosseiro podendo resultar em uma maior granulometria, mesmo

quando utilizado o mesmo procedimento de moagem.

Atraves dos histogramas pode ser constatado que a distribuicao

granulometrica e diametro medio de particula da materia-prima em estudo,

composta pela mistura das partes aereas, assemelha-se em muito corn a

distribuicao das folhas, o que pode ser explicado pela maior proporcäo (80 %)

destas no material vegetal.

Embora o protocolo de moagem utilizado neste laboratOrio tenha sido sempre

o mesmo, observa-se na tabela 5 uma diferenca quanto a granulometria media entre

os diferentes lotes da mesma especie vegetal, sendo o valor coincidente apenas

corn o Iota analisado por SOARES (1997). Apesar de nao haver os dados referentes

a proporgao da composicao das estruturas morfolOgicas que compunham a mistura

nos lotes analisados anteriormente, esta pode ter variado, e tal fato, poderia ser a

justificativa para as diferencas granulometricas encontradas.

Tabela 5: granulometrias medias (Gm) de materias-primas vegetais de Phyl/anthus

niruri

Ensalo
Dados

experimental
Dados da literatura

SOARES DA SILVA COUTO
(1997) (1999) (2000)

Gm (mm) 0,2914 0,290 0,32 	 0,35

Uma outra explicacäo plausivel para a diferenca na granulometria media entre

os lotes analisados, poderia ser o grau de umidacle residual existente na droga

vegetal antes da moagem, pois materials mais secos geralmente sac , mais friaveis

facilitando a sua cominuicào (LIST e SCHMIDT, 1989). No entanto, esta afirmacäo

nä° pode justificar os resultados observados entre os lotes analisados no presente
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estudo (comparar tabela 4 e 5), fato este destacado pelos valores de PD % e de Gm

encontrados por COUTO (2000), onde o baixo valor de PD % neo corresponde a

uma menor Gm da materia-prima vegetal.

Portanto, o conhecimento da proporgao de ramos e folhas que constituiu a

materia-prima vegetal em estudo a muito importante, uma vez que as diferengas da

estrutura tecidual, granulometria e, provavelmente, constituigâo quimica das partes

morfolOgicas, poderäo ser uma das causas para as variagOes encontradas nos

testes de caracterizagão quando comparados corn outros lotes vegetais. Sendo

assim, em se tratando de meter -ea-prima vegetal constituida por diferentes partes

vegetais, alern das variagOes edafoclimaticas e epoca de colheita tambem se deve

considerar a proporgâo entre as partes aereas do vegetal que compOe a materia-

prima.

Apesar das diferengas de Gm entre os fates analisacios, de maneira geral, e

considerando a distribuigeo como urn todo, a proximidade de resultados nas

diversas fragOes (figura 4), corn diferengas abaixo de 15 %, permite, caso seja

empregado o mesmo protocolo de moagem, e de acordo corn os objetivos

tecnolOgicos desejados, sugerir, como limites de aceitagäo para distribuigâo

granulometrica da materia-prima de Phyllanthus niruri, os valores expostos na tabela

6.

Tabela sugestäo de especificagäo para a distribuigeo granulometrica da materia-

prima vegetal de Phyllanthus niruri.

.Classe granulometrica (mm) Especificagâo (m %)
superior a 0,800 0,5 —2,0
0,800 — 0,200 74 — 77
0,200 — 0,08 18 — 19
inferior a 0,08 5 — 6



45 -

40

as

66

I CI SOARES (1997) 1
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ID COUTO (2000)
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Figura 4: distribuicäo granulomêtrica dos diferentes lotes de matêria-prima vegetal

de Phyllanthus niruri.

Estudos de otimizacao da tecnica e do solvente de extragâo foram realizados

por SOARES (1997), sendo estabelecida a decoccäo em agua como metodologia de

extragâo mais eficiente. Assim, o ensaio de teor extrativo foi realizado, no presente

trabalho, apenas como parametro de controie de qualidade e de comparagâo entre

diferentes totes de matdrias-primas vegetais (tabela 7).

Tabela 7: teor de extrativos (TE) em diferentes totes de materia-prima vegetal

Dados
experimentais

Dados da literatura
X+s

Ensaio
X +s

(CV%)
SOARES DA SILVA COUTO(CV%)

(1997) (1999) (2000)

TE (g%) 31,29' ± 0,89 31,60' ± 1,22 27 ,95ab ± 0,63 26,69b ± 1,58
(2,84) (3,85) (2,26) 	 (5,94)

Medias seguidas de mesma letra na"o diferem significativamente ao nivel de probabilidade de 1 %
pelo teste de Tukey

De acordo corn a analise dos resultados verifica-se uma diferenca significativa

(a = 0.01) entre o teor extrativo dos diferentes lotes de materia-prima vegetal, no

entanto, segundo o teste de Tukey, para um nive, de probabilidade de 1 %, somente
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o lote analisado por COUTO (2000) difere estatisticamente do atual. Os resultados

sugerem que as materias primas utilizadas por SOARES (1997) e a atual

apresentam urn major de teor de substancias extrativas que as demais. Tat fato

pode estar relacionado as variagOes inerentes a prOpria materia-prima, uma vez que

procedem de lugares e ou de apocas de coleta distintas.

A cromatografia em camada delgada a urn matodo de analise qualitativa

auxiliar para identificageo das substancias quirnicas presentes no material vegetal e,

como tal, adicional para identificaceo da especie vegetal pois, atraves do perfil

cromatogrefico, é passive) estabelecer criterios para a diferenciaceo entre as

especies vegetais, bem como detectar produtos de degradagao. SOARES (1997) e

DA SILVA (1999) testaram varios sistemas cromatograficos para identificageo de

flavonOides, no entanto, entre os verios padroes de flavonOides testados, os autores

concluiram que as substancias quercitrina e isoquercitrina poderiam estar presentes

no extrato aquoso de P. niruri. Quanto a presenga do flavonOide rutina apenas

SOARES (1997) a identificou no extrato aquoso de P. niruri. Tal fato pode ser

explicado pela variabilidade biolOgica do vegetal, uma vez que essa substancia pode

estar presente em teores muito baixos. Alem disto, a epoca e o local de coleta

poderiam influenciar na sua formacao. A literatura registra a presence de rutina na

especie vegetal P. niruri, no entanto nao foram encontrados os dados quantitativos

correspontentes (CALIXTO e col., 1998).

Sendo assim, no presente trabalhc, testaram-se outros sistemas

cromatograficos, nao apenas para identificar as substancias presentes na materia -

prima vegetal e definir urn perfil cromatografico que servisse como ensaio aditivo

para identificacão da especie, mas tambem para definir uma substancia que

pudesse ser utilizada como padre° para a analise quantitativa em CLAE de extratos

aquosos de P. niruri.

Considerando a separacâo das substâncias e resolugâo das manchas dos

padrOes e das amostras analisadas, os sistemas cromatograficos Fl e FV foram os

que apresentaram resultados mais satisfatdrios.

Observe-se na figura 5 o perfil cromatogrefico da soiucdo extrativa de P.

niruri. Neste caso foram comparadas solugOes extrativas de dois lotes de plantas de
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origem distinta e urns solugdo concentrada, exposta ao calor por 24 horas, para

identificar possiveis produtos de degradagdo. Como pode ser visualizado, os perfis

cromatogrAficos das solugOes extrativas ndo apresentaram diferengas entre si.

Quanto a presenga das substáncias de referenda, observaram-se duas manchas

corn coloragdo e valores de Rf semelhantes a quercitrina e a isoquercitrina, no

entanto, para a rutina, a mancha nas amostras corn Rf correspondente apresentou

coloragdo diferente, impedindo sua detecgdo e comprovagdo da sua presenga,

resultado concordante corn o encontrado por DA SILVA (1999).

Corn a finalidade de confirmar a presenga dos flavonOides utilizados como

referdncias, empregou-se o sistema cromatogréfico indicado por MABRY (1970) corn

modificagao da concentragdo de dcido acètico.

Observa-se na figura 6, que embora o sisterna rid° apresente boa resolugao

das manchas, nao houve coincidencia de comportamento, frente as condigOes

cromatogrAficas, entre as manchas das solugOes extrativas e das substancias de

referéncias, colocando em &Arida a presenga dessas substancias nas solugdes

extrativas analisadas.

1 .0 —

o,5 

0 —

Figura 5: cromatograma de solugaes extrativas aguosas de P. niruri. Sistema
eluente: acetato de etila:acetona:Acido acetico:dgua (60:20:5:5 v/v). Suporte: gel de
silica. Revelagdo: reagente Natural a 0,3 % (m/v), seguido de solugdo etanOlica de
poligol 400 a 0,5 % (v/v) e observagao em UV365 nm Amostra: (1) SE lote CQBA; (2)
SE lote Quimer, (3) SE concentrada, (4) rutina, (5) isoquercitrina, (6) quercitrina.
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Figura 6: cromatograma das solugOes extrativas aguosas de P. niruri. Sistema
eluente: dcido acetic() 10 %. Suporte: papel. Revelagdo: reagente Natural a 0,3 %
(m/v), seguido de solugdo etandica de poligol 400 a 0,5 % (v/v) e observagdo em
UV365 nm Amostra: (1) SE ramos, (2) SE folhas, (3) SE raizes, (4) SE misturas (5)
rutina, (6) quercitrina, (7) isoquercitrina

1,0 -

0,5

'4 5 6 .• 7 8

Figura 7: cromatograma de solugdo extrativa aguosa de P. niruri. Sistema eluente:
acetato de etila:dcido fOrmico:dgua (95:5:5 v/v). Suporte: gel de silica. Revelagao:
vanilina cloridrica 1%, secagem em estufa e observagdo no visivel. Amostra: (1) SE
ramos, (2) SE folhas, (3) SE raizes, (4) SE mistura, (5) dcido gdlico, (6) kid°
eldgico, (7) acido tänico, (8) catequina.

0
3
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Na analise do perfil cromatografico de taninos das SE de Phyllanthus niruri

(figura 7) pode ser identificada a presenga de acid° galico e acid° elagico, os quais

possuem manchas corn mesma coloragâo e Rf apresentados pelas substancias de

referenda. Analisando as solugäes extrativas das diferentes partes morfolOgicas do

vegetal, pode-se observar semelhangas entre os perfis cromatograficos das partes

aereas do vegetal, no entanto a SE das raizes mostra urn perfil diferenciado,

apresentando uma mancha corn Rf superior a do acid° galico, tambem presente no

padrão de acid° tanico, o qual a formado por uma mistura de taninos. Quanto

presenga de catequina, esta apresentou mancha corn Rf muito prOximo a do acid°

Old), comprometendo a identificagao.

Os resultados da CCD serviram para a identificagao de taninos hidrolisaveis

como possiveis substancias de referencia para analise quantitativa em CLAE.

Porem, a separagao e a resolugdo das manchas pelos sistemas cromatograficos

testados ainda deixam a desejar, sendo, portanto necessarios novos testes a fim de

se estabelecer urn sistema que identifique, corn major seguranga, as substancias

presentes nos extratos aquosos de P. niruri.

A analise quantitativa de substancias na materia-prima vegetal representa urn

dos ensaios de controle de qualidade mais importantes. Sendo assim, o ideal seria

escolher urn grupo de substancias especificas para a especie vegetal e corn atividade

farmacológica definida. No entanto, na malaria dos casos nao se conhece exatamente

qual grupo de substancias a responsavel pela atividade terapautica, acreditando-se,

atualmente, que em drogas vegetais ha urn conjunto de substancias agindo

sinergicamente para desenvolver uma determinada atividade biológica. Desse modo,

a alternativa encontrada para urn controle de qualidade quantitativo consiste na

escolha de urn grupo de substancias, geralmente rrajoritarias no vegetal, as quais sto

chamadas de marcadores quimicos.

Para o Phyllanthus niruri L., ate o momento, nao ha relatos exatos sobre quais

grupos de substancias sao responsaveis pelas suas diversas atividades

farmacológicas, porem ha uma forte tendencia em se aceitar serem os polifenOis os

responsaveis pela agao contra os distUrbios renais (CALIXTO e col., 1988; MEIXIA e

col. 1995).
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V6rios autores escolheram os flavonOldes como grupo de substhncias para o

controle de qualidade do vegetal (SOARES, 1997; DA SILVA, 1999; COUTO, 2000).

Alguns cOdigos oficiais, fundamentados na capacidade dos flavonOides de formar

complexos corn cloreto de aluminio (MABRY, 1970), descrevem metodologias

espectrofotometricas para quantificacâo de flavonOides (DEUTSCHES, 1992;

SCHMIDT e GONZALEZ ORTEGA, 1993).

Na tabela 8 verifica-se o resultado de teor de flavonOides totals, calculados

por doffs mätodos de an6lises, na matèria-prima vegetal, observando diferenca

significativa (a = 0,05) entre todos os lotes analisados, em ambos os mätodos. Tais

diferencas podem ser atribuidas a fatores ambientais e sazonais, pois as matèrias-

primas foram colhidas em epocas diferentes e ou provinham de fornecedores

distintos.

Tabela 8: teor de flavonOides totals (TFT) na materia-prima vegetal

Dados
experimentais

Dados da literatur
X +s

Ensaio
X +s

(CV%)

SOARES DA SILVA COUTO(CV%)
(1997) (1999) (2000)

TFT g% 4,77 ± 0,10 5,83 ± 0,01
(sem hidrOlise) (2,17) (0,23)
TFT g % 0,97 ± 0,06 0,80 ± 0,03 0,63± 0,02
(corn hidhilise) (5,90) (3,87) (3,82)

A anâlise microbiolOgica da droga vegetal foi realizada apenas para

determinagäo da carga microbiana presente na materia-prima, nao sendo

identificadas as especies dos microrganismos. Os resultados da contagem (tabela 9)

de bactärlas aerobiasimesOfilas presentes na droga vegetal indicam urn certo grau

de contamina0o, no entanto, ainda assim, corn valor abaixo do limite mãximo

permitido pela WHO (1998) que e de 10 7 UFC/g para drogas vegetais. A contagem

de fungos e leveduras foi elevada, estando corn valor acima do mäximo permitido

que é de 104 UFC/g, no entanto, o lote näo foi descartado. Considerando que as

etapas de processamento posteriores poderiam reduzir a carga microbiana.

Resultado semelhante foi encontrado por GARCIA (2000) que realizou urn estudo de

avaliagâo de contagem de microrganismos viàveis em droga vegetal, partes aereas
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de Phyllanthus niruri, em amostras de crescimento espontbneo e cuitivadas pelo

CQPBA (tabela 9).

Tabela 9: contagem de microrganismos viaveis na espêcie vegetal Phyllanthus niruri

GARCIA (2000)
Planta de

microrganismo Dado experimental crescimento Planta cultivada
(QUIMER) espontaneo (CQPBA)

Bactanas 1,635 x 10 UFC/g 5,2 x104---UFC/g 2 , 14 x10 UFC/g
Fungos 3 x 104 UFC/g 0,45 x104".—IF -C/g 0,87 x10 UFC/g

3.2 Caracterizacbo da solucão extrativa (SE} de Phyllanthus niruri

A solugao extrativa, preparada de acordo corn metodologia desenvolvida por

SOARES (1997), foi caracterizada e os resultados comparados corn os previamente

descritos na literatura para solugOes extrativas provenientes de diferentes lotes de

droga vegetal (SOARES, 1997; DA SILVA, 1999; COUTO, 2000).

Na tabela 10 constatam-se valores de pH muito prOximos entre si, onde as

diferengas estatisticas encontradas pelo teste de Tukey poderiam ser explicadas

pela prOpria variacâo biolOgica da matêria-prima, ou ate mesmo pelo pH da agua

utilizada.

Tabela 10: analise de pH de solugOes extrativas de P. niruri

Dados da literatura
Dados

experimentais X ±s
Ensaio X ±s (CV%)

SOARES DA SILVA COUTO(CV%)
(1997) (1999) (2000)

pH 4,57b ± 0,05
(1,04)

4,74a ± 0,0045
(0,09)

4,30c± 0,01
(0,2)

4,84a ± 0,07
(1,48)

Medias seguidas de mesma letra nbo diferem significativamente a urn nivel de probabilidade de 5 %
peio teste de Tukey

0 residuo seco a urn parametro de qualidade tecnolOgica que expressa a

concentragao de sOlidos solUveis presentes na solu0o extrativa, servindo como

referancia para a obtencao do rendimento do processo extrativo, bem como para o
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câlculo do rendimento de operacâo de secagem ao qua) a solugâo extrativa é

submetida (CARVALHO, 1997; DE SOUZA, 1997; SOARES, 1997).

Na tabela 11 estão expressos os valores dos residuos secos obtidos para as

solucties extrativas de P. niruri. Observa-se diferenca estatistica significativa (a =

0.05) entre os teores de residuos secos dos diferentes lotes de materia-prima

vegetal, resultado semelhante ao encontrado no ensaio de teor extrativo, podendo

ser explicado por originaram-se de lotes distintos de materia-prima vegetal.

Tabela 11: residuo seco (g %) das solucdes extrativas de P. niruri

Dados da literatura
Dado

experimental X ±s
Ensaio

X 	 s (CV%)
SOARES DA SILVA COUTO(CV%)

(1997) (1999) (2000)
1,67° ± 0,06 2,13a ± 0,01 1,75b ± 0,03 34c ± 0,07

Residuo seco (3,44) (4,34) (1,71) 1,(5,26)
Medias seguidas de mesma letra nä° diferem significativamente a urn nivel de probabilidade de 5 %
pelo teste de Tukey

No presente trabalho a analise do teor de flavonOides total foi realizada

apenas para comparar os resultados corn os encontrados na literatura,

considerando-o, assim, como mais um partmetro para o controle de qualidade da

solucäo extrativa.

Tabela 12: resultados de teor de flavonOides totais (TFT) em solucao extrativa de P.

niruri

Dados da literatura
Dados

experimentais X 	 s
Ensaio X ±s (CV%)

SOARES DA SILVA COUTO(CV%)
(1997) (1999) (2000)

TFT g % 2,05 ± 0,04 3,04 ± 0,02
(sem hidreilise) (1,89) (0,73)
TFT g % 5,28 	 0,22 8,73 ± 0,21 6,4 ± 0,4
(corn hidrOlise) (4,18) (2,40) (5,66)

Comparando-se o teor de flavonOides totais (tabela 12) presentes na solugao

extrativa corn os resultados descritos na literatura, observa-se diferenca significativa

(a = 0,05) entre os valores. Tal resultado é coerente corn o resultado de flavonOides
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totals encontrado na mataria-prima vegetal, para o qual a variagão foi atribuida a

fatores ambientais e a sazonalidade.

A analise qualitativa da solugâo extrativa foi realizada utilizando os sistemas

Fl e TI, previamente desenvolvidos e testados para identificagao da droga vegetal.

Comparando-se a solugâo extrativa preparada a partir de droga vegetal oriunda da

Quimer corn a do CQPBA nao foram observadas diferengas entre os perils

cromatograficos.

Para a aria- Ilse quantitativa da solugâo extrativa foi utilizado matodo por CLAE,

conforme descrito no capitulo 3, sendo o acid° Olio° empregado como substancia

de referancia. Duas outras substancias, tambem presentes na solugao extrativa,

porem nâo identificadas, foram quantificadas, sendo suas concentragOes expressas

em relagâo ao acid° Oka

Os resultados das concentragOes dos poiifenOis analisados nas solugaes

extrativas estâo expostos na tabela 13, bem como a comparagho dos resultados

entre os teores de acid° galico (S1) e substancias S2 e S3, presentes nas solucties

extrativas oriundas de matarias primas vegetais de fornecedores diferentes. A

analise estatistica realizada por teste "t" de Student (a = 0,05) mostrou que nâo ha

diferenga significativa entre os teores de polifenOis nas diferentes amostras.

Tabela 13: comparagâo entre o teor de polifenOis (µg/m1) em solugOes extrativas

procedentes de dois lotes de droga vegetal de procedéncia diferente

Substancia (S)
Lote Quimer
R ± s (CV%)

Late CQPBA *
X ± s (CV%)

S1 (acido galico) 135,0 ± 2,31 (1,71) 125,9 ± 7,55 (5,90)
S2 256,5 ± 5,49 (2,14) 230,8 ± 15,87 (6,80)
S3 337,5 ± 5,79 (1,71) 276,7 ± 17,00 (6,10)
'Este lote de matêria-prima foi o utilizado para validaoao da metodologia

A analise microbiolOgica foi realizada como parametro de controle de

qualidade e tambem para verificar se o procedimento de decocgâo era capaz de

reduzir a carga microbiana presente na droga vegetal. Vat - los autores descrevem

que o processo de extragao da droga vegetal, quando realizado a altas

temperaturas, pode reduzir significativamente o grau de contaminacäo do material
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inicial (DE LA ROSA e col., 1995; SANTOS e col., 1995; ARAUJO e OHARA, 2000;

MARTINS e col., 2001).

A carga bacteriana da SE de Phyllanthus niruri, de acordo corn a metodologia

empregada, foi de 65,5 x 10' UFC/ml. Os resultados sugerem que a decoccao,

provavelmente, foi a razao da reducao de 96 % no grau de contaminacao da SE em

relacäo a droga vegetal, encontrando-se assim corn urn valor bem abaixo do maximo

permitido (107 UFC/ml). Corn relagâo a presenca de fungos e leveduras, a reducao

foi de 99 %, sendo encontrado na SE uma carga de 30,5 x 10 1 UFC/ml, valor

tambarn abaixo do maxim° permitido (10 3 UFC/ml) pela WHO (1998).
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4. CONCLUSAO

A mataria-prima vegetal obtida da empresa fornecedora de plantas medicinais

Quimer Comercial Ltda, de acordo corn os parametros analisados, apresentou

resultados diferenciados dos lotes analisados por SOARES (1997), DA SILVA

(1999) e COUTO (2000), todos procedentes do CPQBA, o que pode ser atribuido

a variacao biolOgica do vegetal. Esses resultados evidenciam a necessidade de

maiores estudos de caracterizacao desta espêcie vegetal quando proveniente de

regities e epocas de coletas diferentes, a fim de estabelecer especificacties de

qualidade.

A analise qualitativa, por cromatografia em camada delgada, evidenciou a

presenca de taninos hidrolisaveis na solucâo extrativa aquosa do vegetal.

Quando comparadas solugOes extrativas obtidas a partir de droga vegetal

proveniente de fornecedores diferentes, Quimer e CPQBA, nä° foi observada

diferenca no perfil cromatografico.

0 ensaio de granulometria realizado corn a mataria-prima composta somente por

folhas e ou ramos demonstrou que os mesmos apresentam distribuicao

granulomètrica e o tamanho media de particula diferenciados. Resultado este

que deve ser levado em consideragao para a obtengâo de uma materia-prima

composta pela mistura dessas partes, uma vez que a variac..ao da proporcao das

mesmas pode contribuir para diferenciagao dos resultados nos testes de

caracterizacao da mataria-prima.

A analise microbiolOgica realizada na mataria-prima vegetal demostrou que a

contagem de bacterias encontrava-se dentro do limite maxima permitido, porem a

contagem de fungos foi superior ao valor aceitavel. No entanto, a analise na

solucäo extrativa mostrou uma drastica reducao da carga microbiana, tanto de

bactarias coma de fungos, mostrando contagens bem abaixo do maxima

aceitavel.
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ANEXOS

Tabela A: perda por dessecagáo (% m/m) da materia-prima vegetal durante

armazenagem

Armazenagem
(meses)

Perda por dessecagâo `)/0
X ± s (CV %)

0* 7,59 ± 0,21 (2,75)
1 6,56 ± 0,47 (7,24)
6 5,98 ± 0,012 (0,21)
9 6,3 ± 0,56 (9,0)
* logo apOs moagem e mistura

Tabela B: distribuicâo granulometrica ponderal da motet-la-prima vegetal de

Phyllanthus niruri

FG (mm) AM (mm)  F (%) FR (%) 	 ' FP (%)
1,000 -0,800 0,900 0,60 0,60 99,40
0,800-0,635 0,717 6,34 6,94 93,06
0,635-0,315 0,475 36,96 43,9 56,10
0,315-0,200 0,257 32,53 46,43 23,57
0,200-0,125 0,162 12,19 88,62 11,38
0,125-0,071 0,102 6,04 94,66 5,34
0,071-0 0,040 5,34 100 0
TOTAL 100,00
FG = faixa granulomètrica; AM = abertura media de malha; F = freguencia relativa; FR = fragao retida;
FP = fracâo de passagem.

Tabela C: distribuicâo granulomètrica ponderal das folhas moidas de Phyllanthus

niruri

FG (mm) AM (mm) F (%) FR (%) FP (%)
1,000 -0,800 0,900 1,34 1,35 98,65
0,800-0,635 0,717 6,24 7,59 92,41
0,635-0,315 0,475 37,91 45,5 54,5
0,315-0,200 0,257 33,94 79,44 20,56
0,200-0,125 0,162 11,25 90,69 9,31
0,125-0,071 0,102 5,35 96,04 3,96
0,071-0 0,040 3,96 100 0
TOTAL 100.00
FG = faixa granulometrica; AM = abertura media de malha; F = freguencta relativa; FR = fracao retida;
FP = fracao de passagem
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Tabela D: distribuigâo granulometrica ponderal dos ramos moidos de Phyllanthus

niruri

FG (mm) AM (mm) F (%) FR (%)  FP (%)
1,000 —0,800 0,900 35,97 35,97 64,03
0,800-0,635 0,717 8,41 44,38 55,62
0,635-0,315 0,475 20,95 65,33 34,67
0.315-0,200 0,257 10,05 75,38 24,62
0,200-0.125 0,162 18,84 94,22 5,78
0,125-0.071 0,102 2,84 97,06 2,94
0,071 -0 0,040 2,94 100- 0
TOTAL 100,00
FG = faixa granulometrica; AM = abertura media de malha; F = freqiiencia relativa; FR = fracbo retida;
FP = fracâo de passagem.
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CAPITULO 3 — Validagäo de Mdtodo por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE) para Doseamento de Polifenciis da Matèria-

Prima Vegetal de Phyllanthus niruri
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1. INTRODUCAO

Uma materia-prima vegetal, em virtude de se tratar de uma matriz complexa,

apresenta, geralmente, composigão quirnica vari6vel que pode ser influenciada por

uma serie de fatores, principalmente edafo-climäticos e agronOrnicos. Assim, o

controle analitico de urn produto fitoterâpico näo constitui tarefa fed, exigindo muitas

vezes metodologias corn urn maior niimero de pontos criticos, os quals devem ser

rigorosamente padronizados e validados (BONAT1, 1991). 0 emprego da

cromatografia liquida de alta eficiència (CLAE) permitiu grandes avangos nas

anblises de produtos naturals e, apesar do alto custo e tempos de anblises

relativamente longos (WANG e col., 2000), esta técnica apresenta a grande

vantagem da elevada sensibilidade e seletividade, permitindo uma quantificagáo

mais exata das substéncias medidas, bem como uma reduzida influéncia da matriz

biolOgica (SWARTZ e KRULL, 1997; PETRY, 1999; VINAS e col., 2000).

A comprovagdo documental da viabilidade de urn mètodo analitico que possa ser

utilizado para o controle de qualidade de urn medicamento em todas as fases de

desenvolvimento, ou seja, desde a materia-prima e produtos intermediãrios ate a

forma farmacèutica final, é condigäo indispensâvel para garantir sua eficãcia,

seguranga e manutengâo de suas especificagOes têcnicas, bem como nas atividades

de registro junto ao Sistema Nacional de VigilAncia Sanitkia, produgâo e

comercializagâo (BRASIL, 2003).

A espécie Phyllanthus niruri, amplamente utilizada pela medicina popular,

principalmente devido suas propriedades contra problemas renais (CALIXTO e col.,

1998), apresenta caréncia de metodologias analiticas que possam ser empregadas,

corn seguranga, no controle de qualidade do vegetal (ISHIMARU e col., 1992;

SHARMA e col., 1993; DA SILVA, 1999).

Sendo assim, esta parte do trabalho tern por objetivo desenvolver e validar uma

metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) visando o

doseamento de polifenOis presentes na solugao extrativa de Phyllanthus niruri, bem

como estabelecer urn mêtodo para o controle de qualidade da matéria-prima vegetal.
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Abstract

A Ye\ ,21. scd -phase high-performance liquid chromatographic separation and quantitative method using a phosphoric
acid-acetonitrile gradient was developed to analyze phenolic compounds present in aqueous extract from the aerial
parts of Phyllanthus niruri. The chromatographic method was validated for linearity, precision and accuracy for both
reference substance (gallic acid) and for three well resolved peaks from P. niruri aqueous extract. Both calibration
canes NN ere linear with correlation coefficients higher than 0.999. The reproductibility for the three peaks ranged from
2.3 to 4.6', and the accuracy for gallic acid in the aqueous extract was 103%. The method allowed the complete
resonition of three peaks, one of them was identified by diode array detection as gallic acid. The analysis of the
botanic morphological elements of the aerial parts from P. niruri showed that the leaves have a higher amount of
phenolic compounds than the branches. © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

niruri: HPLC assay: Phenolic compounds

1. Introduction

Phyllanthus niruri L. (Euphorbiaceae) is a
medicinal plant widely distributed, and is largely
used in folk medicine to treat kidney stones and
viral hepatitis [12]. Pharmacological experiments
confirm its therapeutic efficacy and safety [1,3-5].
Intensive phytochemical examinations of this

* Corresponding author
E-mail address: prpetrov;g:farrnacia.ufrgs.br (P.R. Petro-

vicki.

plant have been carried out. Constituents such as
alkaloids, flavonoids. lignans. tannins. phenols
and terpenes have been identified. However. the
composition of the aqueous extract. as used for
medicinal purposes. has not been adequately stud-
ied. Although the specific compounds have not
been precisely defined, some research results credit
the therapeutic action on urinary tract stones to
the phenols [1.6). Valid quality control methods
need to be developed in order to comply with
regulatory requirements if this plant is to be used
by the pharmaceutical industry [7.8].

0731-7033 02'S - see front matter © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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Several high performance liquid chromato-
graphic (HPLC) methods have been reported to
quantify phenolic compounds in complex biologi-
cal matrices such as herbal raw materials, extracts
and food products 19-131 However, currently
there is no method with adequate resolution to
quantify substances present in the aqueous extrac-
tives of P. niruri. Therefore the aim of this work is
to validate a HPLC method applied to the quality
control of P. niruri both as raw material and as a
technological intermediate product.

2. Experimental

2.1. Plant material

P. niruri aerial parts were delivered by the
`Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
BiolOgicas e Agricolas' from the Campinas State
University, SP, Brazil. The plant was dried at 40
°C for a week in an air oven. The separated

leaves and branches were reduced in a knife mill
(Retsch SKI).

2.2. HPLC analysis

The analyses were carried out using a Shimadzu
liquid chromatograph equipped with a pump (LC-
10 AD). a gradient controller (FCV-10 AL), an
autosampler (SIL-10 A) and a UV/vis detector
(SPD-10 A), controlled by CLASS LC-10 software.
The column was a RP-18 LiChrospher 250 x 4
mm i.d.. 5 um particle diameter (Merck, Darm-
stadt. Germany). A pre-column Shimadzu (10 x 4
mm i.d.) packed with Bondapak C18 125 A (Wa-
ters, Milford. USA) was employed. A Waters
diode array detector was used to check the peak
purity of each compound. The absorbance was
measured from 200 to 800 nm every 1 s with 4.8
nm resolution.

2.2.1. Chemicals and reagents
Acetonitrile (HPLC grade, Merck. Darmstadt.

Germany). phosphoric acid (Merck. Darmstadt,
Germany) and ultrapure water from Milli-Q sys-
tem (Millipore. Bedford. USA) with conductivity
of 18 MCI were used for the mobile phase prepa-

ration. Gallic acid (Reag. Ph. Eur.. Merck. Darm-
stadt, Germany) was used as external standard.

2.2.2. Chromatographic conditions
The chromatographic separation was carried

out using a mobile phase with phosphoric acid 1%
(w/w) as solvent A and acetonitrile: phosphoric
acid 1% (w/w) (50:50 (v/v)) as solvent B at a
flow-rate of 0.6 ml min -1 . The gradient program
was as follows: 22-24% B (7 min), 24-40% B (10
min), 40-100% B (8 min), 100-22 B% (15 min).
The injection volume was 20 The peaks were
detected at 275 nm. Chromatographic peaks were
identified by comparison of the retention time
with standard gallic acid and by diode array
spectra.

2.2.3. Samples preparation

2.2.3.1. Extract preparation and calibration curve.
The aqueous extract from P. niruri 7.5% (w/v)
was obtained by decoction of the aerial parts for
15 min. For the calibration curve. a stock solution
(4.0 ml of aqueous extract in 100.0 ml water) was
diluted with acetonitrile: water (20:80. v 'v) yield-
ing concentrations of 1.6. 3.2, 4.8, 6.4 and 8.0 p1
ml

2.2.3.2. Gallic acid calibration curve. Gallic acid
was dissolved in acetonitrile:water (20:80. v iv) to
produce concentrations of 0.2, 0.4. 0.8. 1.2 and
1.6 tig m1 -1 . The samples were filtered through
0.45 p.m membrane (Millipore. Bedford, USA)
prior to injection. Each analysis was repeated
three times and the calibration curves were fitted
by linear regression.

2.3. Validation parameters

2.3.1. Linearity
The linearity of the HPLC calibration curves

was determined for both the gallic acid standard
preparation and the three peaks of the extract
from P. niruri over a 3 days period. The slope and
the other statistical parameters of the calibration
curves were calculated by linear regression.
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2.3.2. Reproductihility and intermediate precision
The reproductibility was evaluated on the same

day, for each sample, while the inter-day precision
was assessed for 3 consecutive days. The data
were expressed as the relative standard deviation
(R.S.D.%).

2.3.3. Accuracy
The accuracy was evaluated through recovery

studies by adding known amounts of the gallic
acid solution to the extract with a concentration
of 4.8 ul I. Controls from all samples were
prepared and analyzed. The recovery experiment
was performed at three concentrations of stan-
dard gallic acid (low, medium and high) [14].

2.3.4. Detection limit
The detection limit was determined from the

calibration curve of the standard gallic acid [14].

2.4. Analysis of leaves and branches of P. niruri

The aqueous extracts of the leaves and
branches were prepared by decocotion as de-
scribed above.

3. Results and discussion

A variety of solvent systems based on acetoni-
trile, methanol and phosphoric acid were tested to
improve the separation of phenolic compounds in
the aqueous extract of P. niruri. A gradient sys-

tem was chosen because of the matrix complexity.
The mobile phase acetonitrile:water was found to
be adequate, although phosphoric acid was essen-
tial for a good resolution of the chromatogram.

The coelution of substances absorbed by the
column packing is a frequent problem in the
HPLC analysis of complex mixtures, such as veg-
etable raw material. This is due to the negative
influence of the saturation of the chromatographic
column by nonpolar substances [15]. In order to
clean the column and detector and reduce this
negative influence, a gradient method was de-
signed using a significantly high organic concen-
tration of the mobile phase prior to return to
initial conditions.

The chromatographic profile (Fig. 1) of the
extract from P. niruri showed three resolved peaks
(Rs,_, = 1.61: Rs,_, = 1.61; Rs 3 _, = 2.66). Peak 1
with a retention time of 6.6 min was identified
through comparison of diode array (DAD) spec-
tra and co-cromatography as gallic acid. The
DAD spectrum of peak 2 (Fig. 2), with a reten-
tion time of 20.2 min, can be assigned to a flavone
[16] and peak 3, with a retention time of 21.5 min
as a gallic acid derivative.

The chromatographic method was also evalu-
ated for linearity, precision and accuracy. The
linearity of the method was determined through
the gallic acid calibration curve and the calibra-
tion curve of the corresponding peak of the ex-
tract from P. niruri on three different days (Table
1). When gallic acid was used as a reference
substance, the method showed a highly significant

to
; :re

Fig. 1. HPLChromatogram of P. niruri extract (—) and galic acid (—).
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Fig. 2. DAD spectra of three studied HPLC peaks from P. niruri extract.

correlation coefficient (0.9991) with no significant
deviation from linearity and very low detection
limit (0.13 pg ml '). The R.S.D. of the slope was
of 3.2'!4u.

The regression curves for the peaks of the ex-
tract from P. niruri revealed a correlation coeffi-
cient greater than 0.999 (R.S.D. > 0.1%) and no
significant deviation from linearity. The R.S.D.
of the slopes of the curves from the extract were
2.7. 5.9 and 4.4% for peak 1-3. respectively.
These results indicate the method has a high
linearity.

The reproducibility test demonstrated that the
analyzed peaks presented a R.S.D. range from 2.3
to 4.6% (Table 2). This data could be considered

Table 1
Linearity parameters for the HPLC peaks of P. niruri extract

Peak	 r:
	

P-value	 a

-3543.4 178.1
-4373.2 317.8
-4126.6 374.8

r Regression coefficient: a. slope: h. intercept.

1	 0.9999
	

2.8 x

	

0.9998
	

1.8x10 - '
3 	 0.9999
	

2.4 x10 - '
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Table 2
Reproducibility and intermediate precision analysis for the reference substance (gallic acid) and P. niruri extract

Peak Concentration Retention time (min) X; Mean area Reproducibility Intermediate precision
(pg m1 -1 ) R.S.D. (%) (mV s -1 ) R.S.D. (%) R.S.D. (%)

Gallic acid 0.82 6.69: 0.95 76274.9 0.05-0.08 0.47
1 0.60 6.61: 0.39 55955.2 3.7-4.6 5.7

1.11' 20.24: 0.55 104109.6 2.5-3.8 7.2
3 1.33' 21.52: 0.43 125190.5 2.3-2.9 6.9

Calculated as gallic acid.

Table 3
Results of recovery studies for gallic acid of the extract from P. niruri

Theoretical concentration

(P8 tfil -I )

Experimental concentration
(pg

Recovery (%)
(X: CV %)

Total recovery (%)
(X: CV%)

1.09 1.12 102.44: 0.52
1.56 1.62 103.85: 0.62 103.50: 0.89
2.05 2.14 104.23: 0.27

satisfactory since the majority of similar research
data suggests a R.S.D. up to 6% as acceptable
[17]. The inter-day precision for the peaks was
lower than 7.2%. R.S.D. values of 15% are con-
sidered appropriate when the matrix complexity
of the extract is taken into consideration [18]. The
Anova showed no statistical difference (a = 0.001)
between the areas of peaks obtained on different
days, confirming acceptable pprecision. Further-
more, the method was evaluated with respect to
qualitative aspects, taking into account the preci-
sion in retention time and elution purity of the
peaks of the extract from P. niruri. A high repro-
ducibility in the retention time was obtained with
relative standard deviations less than 1% in all
cases (Table 2). The elution purity was verified
through the spectra taken from the upward slope,
the apex and the downward slope of the three
peaks of interest. Peak 1 was compared with
standard gallic acid and no peak contamination
was observed (Fig. 2).

To verify sample stability throughout the analy-
sis time and the behavior of the extract of P.
niruri under the studied conditions. the same sam-
ple was analyzed for 12 h. The results showed the

same chromatogaphic profile during total analy-
sis time and no degradations products were de-
tected. In this experiment the concentrations of
peaks presented a R.S.D. of 4.18 for peak 1, 3.65
for peak 2 and 2.19% for peak 3. which confirms
reproducibility of the method (Table 2).

Recovery tests were performed to validate the
method accuracy. Peak 1, previously identified as
gallic acid, was used as a reference for this test.
The method produced a medium recovery of
103% with R.S.D. below 2% in all analyzed con-
centrations (Table 3). confirming adequate accu-
racy. Furthermore the addition of gallic acid into
the aqueous extract from P. niruri did not influ-
ence the area of other two peaks.

Table 4
Quantification of gallic acid and other major substances in
aqueous extracts from the aerial parts of P. niruri

Aerial part Concentration (pg in1 -1 )

Gallic acid Peak 2 Peak 3

Leaves 177 424 534
Branches 14 17.5 13



98

356
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The investigation of separate aqueous extracts
of leaves and branches showed the same chro-
matographic behavior. Quantitatively the leaves
presented a higher concentration of phenolic com-
pounds than the branches (Table 4).

4. Conclusion

The high-performance liquid chromatographic
method developed to analyze phenolic com-
pounds in an aqueous extract of P. niruri was
linear and reproducible for all selected peaks. The
method was also accurate for the assay of gallic
acid, suggesting its use as a suitable reference
substance for quantitative analysis.

The validation procedure confirms that this is
an appropriate method for the purpose of quality
control when P. niruri is used either as raw mate-
rial or an aqueous extract by the pharmaceutical
industry.
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VALIDACAO DE METODO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA PARA ANALISE DE
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(PSA) DE PHYLLANTHUS NIRURI
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RESUMO

0 objetivo deste estudo foi verificar a adequagão do matodo de cromatografia

liquida de alta eficiéncia, empregado na quantificagao de polifendis em solucties

extrativas aquosas de Phyllanthus niruri, previamente validado por DE SOUZA e col.

(2002), na analise dos polifendis presentes no produto seco por aspersao (PSA)

obtido a partir dessa especie vegetal. 0 matodo foi validado quanto a linearidade,

precisao intermediaria, repetibilidade e ensaio de exatidao. Os cromatogramas

evidenciaram que o produto seco por aspersâo apresentou perfil cromatografico

qualitativamente semelhante a solugao extrativa. Os parametros de validagao

evidenciaram que o metodo apresentou adequada linearidade, corn coeficiente de

regressao acima de 0.999 para as tras substancias analisadas, ou seja, acid° galico,

substância 2 e substancia 3 (ainda nao identificadas). A repetibilidade e a precisâo

intermediaria mostrou baixo coeficiente de variacao. 0 ensaio de exatidao

evidenciou que o matodo em estudo permitiu uma recuperagao de mais de 99 % do

acid° Olio° presente na amostra, o que sugere nao haver no produto seco por

aspersao de Phyllanthus niruri produtos que possam interferir no doseamento dessa

substancia.

Palavras chaves: produto seco por aspersào, CLAE, Phyllanthus niruri, polifendis
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1. INTRODUCAO

Para o desenvolvimento de urn medicamento fitoterapico é condiceo

fundamental a disponibilidade de metodos analiticos que permitam a identificageo e

quantificageo da constituigeo quimica vegetal em todas as etapas de

processamento, de modo a garantir a qualidade e eficacia terapéutica do produto

final (BRASIL, 2000). No entanto, o estabelecimento de metodos analiticos para o

controle de qualidade de fitoterapicos esbarra no problema de este ser uma matriz

complexa, onde a existéncia de %/arias substancias, associadas ou nao, dificultam a

analise e a quantificageo do produto (BONATI, 1991).

0 produto seco por asperse° de Phyllanthus niruri foi desenvolvido corn a

finalidade de obtengeo de um produto intermediario corn definidas caracteristicas

fisico-quimicas, visando o emprego na elaborageo de uma forma farmacéutica sOlida

(SOARES, 1997). Porem, apesar de ser urn produto padronizado, continua sendo

uma matriz complexa, contendo alem das substancias quimicas presentes no extrato

original, adjuvantes farmaceuticos, os quais podem representar mais urn ponto

critico para o estabelecimento de urn matodo analitico.

Sendo assim, apesar da literatura registrar urn método analitico validado para

solugOes extrativas aquosas de Phyllanthus niruri (DE SOUZA e col., 2002) seria

interessante que a metodologia tivesse aplicageo em todo o ciclo tecnolOgico.

Portanto, considerando a presenga de novos componentes, adjuvantes

farmaceuticos, na matriz analitica vegetal, este trabalho tern por objetivo verificar a

adequageo do metodo de quantificageo de polifenOis por CLAE na analise do

produto seco por asperse° de P. niruri, a fim de garantir a reprodutibilidade dos

resultados e o estabelecimento de limites de aceitageo atraves da aplicageo de

testes de precise° e exatideo (MARTIN-SMITH e RUDD, 1988; ICH, 1996).
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2. METODOLOGIA

2.1 Materia-prima

0 produto seco por aspersâo foi obtido baseando-se na metodologia

desenvolvida por SOARES (1997).

2.2 Equipamento

CromatOgrafo liquid° Shimadzu (LC —10 AD) equipado com controlador de

gradiente (FCV — 10 AL), injetor automatic° (SIL-10 A) e detector de UVNIS (SPD —

10 A) controlado por software (CLASS LC — 10).

2.3 Reagentes quimicos

Acetonitrila (grau HPLC, Merck, Darmstadt, Alemanha), acid° ortofosfOrico

(Merck, Darmstadt, Alemanha) e ague ultrapura Milli — Q (Millipore, Bedford, USA)

foram utilizados como fase mOvel. Acido Olio° (Reag. Ph. Eur., Merck, Darmstadt,

Alemanha) foi utilizado como padrâo externo.

2.4 CondicOes cromatogreficas

A metodologia utilizada foi desenvolvida por DE SOUZA e col. (2002) e consta

de sistema gradiente de separacão. Como fase mOvel A foi utilizado acid° fosfOrico 1

% (m/m) e como fase mOvel B, uma mistura de acetonitrila:acido fosfOrico 1% (m/m)

na proporgâo 50:50 (v/v). 0 sistema gradiente utilizado foi de 22 — 24 % de B

durante 7 minutos, 24 — 40 % de B. por 10 minutos, 40 — 100 13/0 B por 8 minutos, 100

— 22 % por 15 minutos, 22 % de B por 20 minutos. Foi utilizado fluxo de 0.6 ml/min

corn volume de injecâo de 20 41/m1 e deteccâo em comprimento de onda de 275 nm.

2.5 Validacâo de metodologia analitica (ICH, 1996)

2.5.1 Curva de padronizagão do acid° galico

Amostra de 10,0 mg, exatamente pesada, de acid° galico foi dissolvida em

100,0 ml de ague destilada. Aliquota de 10,0 ml desta solugâo foi diluida corn ague

destilada para 100,0 ml para constituir a solugäo SD1. Aliquotas de 0,5; 2,0; 4,0; 6,0;

8,0 e 10,0 ml da SD1 foram diluidas em balties de 25,0 ml com acetonitrila:egua
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(20:80 v/v) de modo a resultarem em concentracoes finals de 0,2; 0,8; 1,6; 2,4; 3,2 e

4,0 lag/m1 de acid° Olio°.

2.5.2 Curve de calibragao do PSA

Amostra de 73,8 mg de PSA, exatamente pesada, correspondente a 49,68 mg

de extrato seco vegetal, foi dissolvida em ml de ague destilada, agitando-se

sob protecao da luz por periodo de 2 horas. A partir desta solugao, aliquotas de 1,0;

2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 ml foram diluldas, em !Deities de 25,0 ml, corn acetonitrila:agua

(20:80 v/v) de modo a resultarem em concentracoes finals de 29,52; 59,04; 88,56;

118,08 e 147,60 pig/m1 de PSA. Este procedimento foi repetido em fits dias

consecutivos.

2.5.3 Repetibilidade

Foi avaliada atraves da analise de solucao de PSA corn concentracao de

88,56 µg/ml, correspondente ao ponto central da curva de calibracâo, sendo

analisadas Wes replicas corn tres injecees cada. 0 resultado foi expresso como

coeficiente de variagao.

2.5.4 Precisào intermedieria

Foi avaliada atraves de anelise de solucäo de PSA corn concentracao de

88,56 lag/ml, escoihida a partir da curva de calibracao, preparada e analisada em

tres dias diferentes. 0 resultado foi expresso como coeficiente de variagao.

2.5.5 Exatidao

A exatidão foi avaliada atraves da recuperacao do acid° gatico adicionado

solucao corn concentracao de 59,04 µg/ml de PSA. 0 estudo de recuperagao foi

realizado corn tres concentracoes de acid° Olio° (0,4; 0,8 e 1,2 pg/m1). Soluciies

controles de PSA e acid° Gahm foram analisadas, paralelamente. A exatidâo foi

calculada atraves da equagâo abaixo (1):

exatideo = 
CME

 x 100 	 (1)
CT
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Onde: CMT = concentragao media experimental (concentragao medida) e CT =

concentracao teOrica (concentragao de acid° Olio° presente na solucao de PSA +

concentracao da solucâo de refer ,"ancia de acid° galico),

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

0 metodo de cromatografia liquida de alta eficiancia empregado para o

doseamento de polifenOis presentes no produto seco por aspersâo de Phyllanthus

niruri foi o mesmo desenvolvido e, previamente, validado por DE SOUZA e col.

(2002) para a analise da solucäo extrativa desta especie vegetal, porem, devido

presenca do adjuvante de secagem e considerando o possivel aumento dos teores

das substancias medidas, em virtude da operacao de concentracão da solucão

extrativa (HATANO e col., 1986), faz-se necessaria uma avaliacào da adequagao do

metodo para analise do PSA. Assim, os parametros de validacâo metodolOgica

foram novamente avaliados.

No perfil cromatografico do produto seco por aspersao (figura 1) nao foi

evidenciado nenhuma alteracâo dos polifenOis presentes.

Data,sA3.D02 Method:TATEMMET eh,
mAbz Chrom:PSAE.0O2 Atterd4

1

3

2 

20

Figura 1: perfil cromatografico do produto seco por aspersäo de P. niruri. Acido

Olio° (1), substancias nao identificadas (2) e (3)
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0 primeiro par -an-let° analisado foi a linearidade. A curvy de calibragao foi

construlda de modo que cads ponto analisado tivesse a mesma concentragao, em

termos de residua seco, que a solugâo extrativa. Para a analise do PSA por CLAE,

fez-se necessaria a dissolugao do mesmo em agua, sob agitagao por urn periodo de

2 horas. A necessidade da agitagao pode ser explicada por uma passivel interagao

dos taninos corn o diaxido de silicio coloidal durante a operagão de secagem por

aspersào (MARTINS, 1997). A agitagao pode favorecer o desmonte das possiveis

interagOes dos polifenais corn o adjuvante presente no produto em analise. Esse fato

foi observado ao construir a primeira curvy da calibragao do PSA, uma vez que corn

a simples dissolugao do mesmo em agua, corn rapida agitagao, notou-se perda da

linearidade entre as concentragOes analisadas. No entanto, apas a repetigao do

experimento corn agitagao prolongada, todas as curvas analisadas apresentaram

comportamento linear, corn coeficiente de regressao (r 2) major que 0,999 (Tabela 1 e

figura 2).

Tabela 1: parametros de linearidade para substancias presentes no PSA de P. niruri

Substancias 	 r2

1 (acid° galico) 0,9999
2 0,9999
3 0,9999
* CV% da inclinacao da reta em tres dias consecutivos

I Equagao da reta
	

CV %*
y = 1167,7x— 896,94
	

1,31
= 1630,28x — 1639,7
	

1,82
y = 1850,39x — 3211,1

	
2,34
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Na figura 2 podem ser visualizadas as curves de calibrageo dos 3 picos

presentes no PSA, considerando, em conjunto, os trés dias de analise. A avaliageo

da disperse() dos vaiores da inclinag.âo das retas demostrou urn baixo coefidente de

variageo percentual (CV < 2,5 %) para todos os picos analisados.

300000

250000

200000 -1

150000

-co
100000

50000 

—9--S 1 (acid° galico)

S 2

—ate— S 3 

29,52 	 59,04 	 88,56 	 118,08 	 147,6

coneentragOes de PSA (lig/enl)

Figura 2: curvas de calibrageo dos picos presentes no PSA de P. niruri

A analise dos resuitados dos ensaios de repetibifidade e precise°

intermedieria do PSA de P. niruri (Tabela 2) mostrou coeficientes de variageo,

menores que 3 % para ambos os ensaios, o que demonstra boa reprodutibilidade do

metodo para a analise dos polifenOis no PSA.

Tabela 2: repetibilidade e precise° intermedieria do PSA de P. niruri. Valores de

areas (mAbs)

Substancias
Repetibilidade
—
x ± s (CV %)

Precise° intermedieria
—
x ± s (CV %)

S1 (acid() galico) 102896 ± 539,90 (0,52) 102611,5 ± 1946,373 (1,90)
S2 144858,3 ± 1133,494 (0,78) 143005,6 ± 4359,323 (3,05)
S3 _ 	 163982,2 ± 962,224 (0,59) _ 160297,4 ± 4330,58 (2,70)

Para realizageo do ensaio de exatiddo foi construida curva de calibrageo da

substancia de referenda (acid° galico). As concentragOes analisadas apresentaram
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comportamento linear resultando na equagâo da reta de y = 91622x — 5,0022, corn r 2

de 0,9998.

Na tabela 3 estâo descritos os resultados de recuperagâo do acid° Olio° no

PSA de P. niruri, demonstrando uma recuperacäo media de 99,94 % corn CV %

abaixo de 1 %, em todas as concentracties analisadas. De acordo corn o protocolo

estabelecido, os resultados revelam que o adjuvante de secagem presente no PSA

de P. niruri nao interferiu no doseamento do acido

Tabela 3: resulted° do ensaio de exatidao do acid° galico

Concentracäo tednca
(µ9/m1)

o. 	 C ncentragao experimental media
(1.1g/m1)
X ± s

Recuperacâo (%)
X (CV%)

1.1749 1,1757 ± 0.008 100,07 (0,72)
1.5946 1 , 5941 ±0.001 99 , 98 (0,06)
2,0417 2,0369 ± 0.001 99,77 (0,05)

Comparando-se os teores de polifendis presentes no produto seco por

aspersao (PSA) e na solucào extrativa aquosa de Phyllanthus niruri (Tabela 4),

verifica-se que o PSA apresentou urn teor dessas substancias consideravelmente

superior que na solucäo extrativa. 0 aumento foi de, aproximadamente, na ordem de

124, 67 e 45 °A) das substancias 1, 2 e 3, respectivamente. 0 que pode ser explicado

pelo fato da solugao extrativa, que deu origem ao PSA, ter passado por urn processo

de concentrag5o, ficando exposta a temperature de 70 °C por urn periodo de cerca

de 12 horas. Estudos* revelaram que o aquecimento da solucâo extrativa provoca

urn consideravel aumento nos teores das substancias medidas, e pode ser

justificado por uma passive( despolimerizacâo dos polifendis corn a liberacdo de

mondmeros e dimeros (HATANO e col., 1986). Dessa forma, os resultados do teores

de polifendis no PSA superiores aos da solugâo extrativa eram, previamente,

esperados.

DE SOUZA. T.P. tese de doutorado. capitulo 4.
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Tabela 4: teor de polifenOis presente na solucbo extrativa (SE) e produto seco por

aspersâo (PSA) de P. niruri

Produtos

Polifendis (mg/g)
S1 (Acido galico)

X (CV%)
S2

X (CV%)
S3

X (CV%)

SE 8,17 (1,79) 15,44 (2,26) 20,13 (1,84)
2PSA 18,37 (0,58) 25,73 (0,77) 29,08 (0,58)

1 considerando o residuo seco, 2 descontando os 30 % de aerosil

4. CONCLUSAO

0 matodo analitico por CLAE desenvolvido para quantificacâo de polifenbis

presentes na solucäo extrativa aquosa de P. niruri foi, igualmente, eficiente na

quantificacâo dessas substancias no produto seco por aspers5o. 0 matodo foi

validado mostrando linearidade e apresentando coeficientes de variacâo inferiores a

3,05 % tanto para o ensaio de precisão intermediaria como de repetibilidade. A

elevada recuperacâo do acid° galico, substancia de referéncia, no ensaio de

exatidâo demonstrou que o adjuvante de secagem presente no produto seco por

aspersâo nâo interferiu no metodo de analise.
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1. INTRODUCAO

Entre as têcnicas de secagem empregadas na preparacâo de produtos secos,

a secagem por aspersao tern sido utilizada corn sucesso na indUstria de

fitoterapicos, principalmente, pelas caracteristicas fisicas, quimicas e tecnolOgicas

que conferem ao produto final. Alern disso, possibilita a preparagao de produtos

pulvéreos corn caracteristicas definidas, como tamanho e forma de particulas, que

tambêm podem ser pre-determinadas. Os produtos obtidos por este tipo de secagem

possuem, dependendo dos adjuvantes e da tecnica de preparacão, a propriedade de

reconstituicâo instantanea em agua, caracteristica, freqUentemente, ausente em

produtos secos obtidos por outro meio de secagem. Outra vantagem é o reduzido

tempo de contato do produto a secar corn a fonte calorifica, limitando os fenOmenos

de termodegradacao (MASTERS, 1978; NIELSEN, 1982; JACOB e col., 1984;

BRODHEAD e col., 1992).

A secagem por aspersào tem sido amplamente empregada na pesquisa e

desenvolvimento de formas farmacéuticas, principalmente, porque os sOlidos obtidos

podem ser incorporados diretamente em granulados, comprimidos, câpsulas,

pomadas, bem como, serem utilizados como forma farmacéutica final (CAMPOS,

1996; GONZALEZ ORTEGA e SCHMIDT, 1995; COUTO, 2000, SOARES, 2002).

Os extratos secos vegetais, quando produzidos por esta têcnica de secagem,

apresentam, geralmente, forma de particula esférica, caracteristica favoravel

obtencâo de formas farmacauticas corn homogeneidade de distribuicao dos

constituintes (GAUDY, 1991). No entanto, geralmente, possuem reduzido tamanho

de particula e elevada higroscopia, caracteristicas que dificultam a obtencao de

formas farmacéuticas sOlidas. Uma estrategia para sobrepor o problema da baixa

granulometria é a granulacao.

Assim, o presente capitulo tern como objetivos o desenvolvimento de urn

produto seco por aspersao (PSA) em torre de secagem em escala semi-industrial,

bem como realizar estudos para o desenvolvimento de urn granulado corn

caracteristicas tecnolOgicas adequadas para obtencao de comprimidos contendo

alto teor de PSA de Phyllanthus niruri.
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OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE PRODUTO SECO POR ASPERSAO DE

PHYLLANTHUS NIRURI EM ESCALA SEMI-INDUSTRIAL

DE SOUZA, T.P.; PETROVICK, P.R.

Faculdade de Farmécia, Programa de POs-Graduacâo em Ciéncias Farmackuticas,

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil.

RESUMO:

0 presente trabalho descreve o desenvolvimento e caracterizacäo de urn produto

seco por aspersäo a partir de solucâo extrativa aquosa de Phyllanthus niruri,

utilizando torre de secagem semi-industrial. A caracterizacâo fisico-quimica do

produto foi realizada de modo a identificar suas propriedades tecnolOgicas

comparando-as corn as caracteristicas de produtos secos obtidos em escala

laboratorial. Urn estudo de estabilidade quimica, submetendo a solucâo extrativa

aquosa a uma temperatura de 70 °C por 24 horas, foi realizado corn a finalidade de

verificar uma possivel degradagâo das substâncias quimicas presentes no extrato. 0

estudo foi monitorado atravès de cromatografia liquida de alta eficiéncia. 0 PSA

obtido apresentou caracteristicas tecnolOgicas consideravelmente melhores que o

PSA produzido em escala laboratorial, no entanto, continua apresentando elevada

higroscopia. 0 estudo de estabilidade demonstrou que temperaturas elevadas

parecem causar uma despolimerizacâo de polifenOis de alto peso molecular

liberando monOrneros e dimeros, os quais apareceram em maior quantidade no PSA

originado de uma solugäo extrativa concentrada a 70 °C por urn periodo de 12

horas.

PALAVRAS CHAVES: produto seco por aspers5o, Phyllanthus niruri, polifenOis
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1. INTRODUCAO

A secagem por aspersao, spray-drying, tern sido amplamente utilizada na

indOstria farmacautica. Particularmente, no desenvolvimento de fitomedicamentos

tern urn emprego bastante satisfatOrio, urna vez que permite a obtengào de produtos

intermediarios corn major concentragào de constituintes quimicos, facilidade de

manuseio e melhor estabilidade tecnolOgica quando comparados aos extratos

liquidos e moles (BASSANI, 1990; GAUDY e col., 1991; SOARES, 2002).

Esta tecnica de secagem conduz a obtengao de produtos corn baixo risco de

degradagao dos constituintes quirnicos durante a operagao, dado o curto tempo de

contato entre o produto a ser seco e a fonte de calor, o que representa uma grande

vantagem desta tecnica quando comparadas a outras tecnicas de secagem que

utilizam calor (BROADHEAD e col., 1992). Outra vantagem 6 a obtengâo de

produtos sob a forma de particulas esfericas de alta dissolug5o, o que a favoravel

para a obtengäo de uma forma farmacéutica solids. No entanto, geralmente

apresentam como desvantagem reduzido tamanho de particula e elevada

higroscopia, caracteristicas nao favoraveis para urn posterior processamento

tecnolOgico (GAUDY e col., 1991). A utilizagäo de adjuvantes de secagem, o

aumento do teor de sOlidos presentes no produto a ser seco, bem como o prOprio

desenho do sistema de aspersâo sac) alternatives que podem contribuir para a

melhoria das caracteristicas tecnolOgicas dos produtos secos obtidos (FOSTER e

LEATHERMAN, 1995).

Phyllanthus niruri a especie vegetal corn atividade terapeutica comprovada,

cujo processamento tecnolOgico para obtengäo de urna forma farmacautica sOlida

vem sido amplamente estudada. Porem, ate o momento, o PSA desenvolvido

apresenta deficientes caracteristicas reolOgicas (SOARES, 1997; COUTO, 2000).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi, utilizando urn equipamento de

secagem semi-industrial e aumentando o teor de sOlidos presentes na solugâo a

secar, verificar a possibilidade de melhorar as caracteristicas tecnolOgicas do

produto obtido.
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2. METODOLOGIA

2.1 Matêria-prima

Como mataria-prima vegetal foram utilizadas as partes aêreas de Phyllanthus

niruri constituidas, ponderalmente, de 80 % de folhas e 20 % de ramos, adquiridas

da empresa Quimer Comercial Ltda (Sao Paulo).

Como adjuvante farmacautico foi utilizado o diOxido de said() coloidal

(Aerosil® 200) (Degussa/Sao Paulo) sem tratamento pravio.

3. Desenvolvimento de produto seco por aspersão em escala semi-industrial

3.1 Obtengäo da solugäo extrativa

0 produto seco por aspersao fol produzido a parts de uma solucao extrativa

aquosa de Phyllanthus niruri 7,5 % (mN), seguindo protocolo estabelecido por

SOARES (1997), corn modificagOes.

A solucao extrativa (SE) foi preparada em percolacior de ago inoxidavel

(Globo Inox), atravês de decoccao a 100 °C da droga vegetal por urn periodo de 15

minutos. ApOs resfriamento a micela foi filtrada corn auxilio de filtros de velas

(Sulinox Ltda). Foi preparado urn Unica lote de 300 litros de solugäo extrativa.

3.2 Estudo da estabilidade quimica da solugäo extrativa a temperatura de 70 °C

Amostras de 100,0 ml, exatamente pesadas de solucäo extrativa de P. niruri,

foram acondicionadas em frascos de vidro âmbar, corn tampa de rosca, e

submetidas em banho de agua, a temperatura de 70 °C, por urn period° de 24

horas. Aliquotas de 2,0 ml foram retiradas para analise nos tempos 0, 3, 6 e 24

horas de iniciado o experimento, pesando-se o frasco para verificar a perda de agua

por evaporacao. As analises foram realizadas em CLAE conforme metodologia

validada (DE SOUZA e col., 2002) para solugao extrativa aquosa de P. niruri, sendo

determinado o teor de polifenOis presentes em uma amostra corn concentracao de

solucâo extrativa de 4,81.11/ml.
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3.3 Concentragäo da solugäo extrativa de P. niruri

A soluce- o extrativa foi concentrada em concentrador a vecuo, por urn periodo

aproximado de 12 horas, a uma temperatura de 70 °C, para reducäo de 11 vezes do

volume inicial.

3.4 Caracterizacao da solucdo extrativa concentrada (SEC)

3.4.1 Determinacdo de residuo seco

Aliquota de 20,0 ml da solucâo extrativa foi exatamente pesada, diretamente,

em pesa-filtro, previamente tarado, e evaporada ate secura em banho de âgua, sob

agitacao ocasional (BOHME e HARTKE, 1976). Apds evaporagâo da solugâo

extrativa, o pesa-filtro contendo o residuo foi colocado em balanga munida de

sistema de secagem por infravermeiho nas seguintes condicties de operace- o: nivel

de sensibilidade de 120 e temperatura de 105 °C, corn intervalo de 10 min entre

cada determinag5o. 0 resultado expressa a media de seis determinacdes.

3.4.2 Andlise qualitativa em cromatografia de camada delgada

A andlise qualitative foi realizada utilizando, para identificacâo de flavondides,

o sistema cromatografico acetato de etila:acetona:acido acetico:egua (60:20:5:5),

eluido sobre gel de silica F. A revelacâo das manchas foi atravês da pufverizacao

de solugào metandlica de reagente Natural-A a 0,3 % (m/v) seguida de solugâo

etanOlica de poligol 400 a 0,5 % (v/v) e visualizacäo sob luz ultravioleta em 365 nm.

Para identificacâo de taninos utilizou-se o sistema acetato de etila:âcido

fdrmico:egua (95:5:5 v/v) eluido sobre gel de silica F254, a revelagão das manchas foi

feita atraves de solucâo de vanilina cloridrica a 1 % seguida de aquecimento da

placa. em estufa, a 110 °C por 10 min.

3.4.3 Andlise microbiolOgica

Foi realizada utilizando-se meio de culture agar caseina-soja, para

identificacao de bactórias e meio de cultura Agar Sabouraud-dextrose, para

identificacâo de fungos e leveduras (WHO, 1998).
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3.5 Obtengão do produto seco por aspersão (PSA)

ApOs concentragäo da solugâo extrativa, o produto seco por aspersäo foi

produzido em torre de secagem Production Minor dotada de aspersor rotatOrio,

adicionando-se, como adjuvante de secagem, a proporgäo ponderal de 30 % de

diOxido de silicio coloidal (Aerosil 200) calculado sobre o residuo seco da SEC. As

condigOes de secagem estáo descritas na tabela 1.

Tabela 1: condigOes da operagâo de secagem par aspersào

Parametros Valor

Temperature de entrada (°C) 177,2 ± 1

Temperature de saida (°C) 99,3 ± 1

Velocidade do aspersor (rpm) 10900

Bombe de alimentagäo (ml/min) 143

Diferenga de pressáo (4) 125

A SEC foi mantida sob agitagdo constante durante toda operagäo de

secagem, a fim de garantir homogeneidade ao produto final. 0 PSA resultante foi

acondicionado em frascos de polietileno opacos e armazenados em dessecadores

contendo gel de silica corn indicador de umidade,

3.6 Caracterizacao do produto seco por aspersao

3.6.1 Determinacäo do rendimento da operagâo de secagem

0 rendimento foi obtido atraves da diferenga entre a massa teOrica de sOlidos

sok:lye's e do adjuvante de secagem presente na solugâo extrativa e a massa do

produto seco por aspersäo obtido.

3.6.2 Determinagao da perda por dessecagäo (CARVALHO, 1997)

A perda por dessecagâo foi determinada em balance de secagem por

infravermelho (Mettler CP 16). Cerca de 500 mg, exatamente pesados, da amostra

foram colocados em pesa-filtro, previamente tarado, a dessecados nas seguintes

condigOes de secagem: nivel de sensibilidade de 120 e temperatura de 105 °C.
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3.6.3 Andlise qualitativa em cromatografia de camada delgada

Foi realizada utilizando os mesmos sistemas cromatograficos descritos no

item 3.4.2.

3.6.4 Anãlise granulometrica e determinagão dos part - metros granulometricos

(LANTZ, 1989; LIEBERMAN e col., 1989)

A avaliacâo granulomêtrica foi realizada em microscapio Optic°, considerando

o diametro de Feret, atraves da contagem de, no minimo, 500 particulas. A leitura foi

efetuada em objetiva de 10x, sendo o pa disperso a seco sobre a lamina. Os

parametros diametro mêdio e amplitude de distribuicao foram determinados atraves

de matodo grafico.

3.6.5 Andlise das particulas em microscopia eletrOnica de varredura.

A avaliacao da forma e estrutura das particulas foi efetuada utilizando

microscapio eletranico de varredura (Jeol — JSM 5800), apas metalizacão da

amostra em metalizador Jeol Jee 4B (JVG-IN).

3.6.6 Determinacäo de fluxo (GUYOT e col., 1995; CARVALHO, 1997).

Foi determinado atraves do escoamento dinamico utilizando equipamento

dotado de modulo de descarga automatica obedecendo a Ph. Eur. (1997). A

velocidade de ftuxo foi calculada atraves de analise grafica e da razao entre a massa

e o tempo de escoamento total da amostra.

3.6.7 Determinagão das densidades brutas e de compactagao, fator de

Hausner, indice de Carr e de densificacao (CARR, 1965; VOIGT, 1993; GUYOT e

col., 1995; PECK e col., 1989).

Os volumes brutos e de compactacao foram medidos em volt:metro de

compactagao, onde 10 g do pa, exatamente pesados, foram vertidos numa proveta

de 25 ml (volume bruto = Vb) e submetidos a 10 (V 1 0), 500 (Van) e 1250 quedas

seqUenciais (DIN 5394). 0 ensaio foi continuado em seqUancias de 1250 quedas ate

que a diferenca entre duas leituras subseqUentes fosse inferior au igual a 0,1 ml,
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sendo este considerado como volume de compactagão (Vc). A partir dos dados

obtidos neste ensaio foram calculados as densidades brutas e de compactacao, o

fator de Hausner, indice de Carr e de densificacâo, segundo as equagOes 1, 2 e 3,

respectivamente. Os resultados do indice de densificagäo foram extrapolados para

massa de 100 g, conforme recomendado pela literature.

FH = —dc
db 	 dc

(1) 	 IC = 
db - dc 

x 100 (2)
	

ID = Via - V

onde: FH = fator de Hausner; db = densidade brute (g/m1); dc = densidade de

compactace- o (g/m1); IC = indice de Carr; ID = indice de densificacdo; V10 = volume

do p6 apOs 10 quedas (m1); V500 = volume do pO ap6s 500 quedas (mi).

3.6.8 Andlise microbiolOgica

Foi realizada conforme item 3.4.3

3.6.9 Avaliacao do comportamento em atmosfera com umidade controlada

(CASADEBAIG, 1987; GAUDY e col., 1991)

Foram utilizadas solucOes saturadas, corn residuo sOlido, de fosfato dibesico

de sOdio hepta-idratado e nitrito de sOdio, colocadas em dessecadores, a fim de

obter as umidades relatives (UR) de 34 e 65 ( 1/0, respectivamente. Amostras de 500

mg, exatamente pesados, do PSA foram colocadas em pesa-filtros, previamente

tarados, e armazenadas em dessecadores. Os resultados das isotermas de sorcáo

foram obtidos atraves da determinagâo da alteracâo gravimetrica das amostras, nas

primeiras 24 e 72 horas, e, apOs, a cads 48 horas, por urn periodo de 14 dias. Foram

observadas, tambem, alteragOes na aparéncia do produto. 0 resultado expressa a

media de cinco determinacOes, utilizando trés pesa-filtros vazios como controle.

3.6.10 Andlise Estatistica

A analise estatistica foi reatizada atraves de ANOVA, teste de Tukey e teste

de t de Student, utilizando o programa estatistico SigmaStat® versào 1.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtengào da solugão extrativa

Urn dos fatores que contribui para o tamanho de particula de um produto seco

por aspersâo é o teor de sOlidos solCiveis e/ou suspensos presentes no produto a ser

seco. Para se obter urn born rendimento da operagäo de secagem é necesserio que

o produto tenha urn teor de sOlidos minim° de 10 %, do contrario, as particulas

resultantes podem ter tamanho muito reduzido e assim, serem perdidas através do

sistema de exaustäo (LIST e SCHMIDT, 1989). A solugâo extrativa de Phyllanthus

niruri, preparada na relacâo droga:solvente de 7,5:100 (mN), apresenta urn baixo

teor de sOlidos, geralmente menor que 2 % (DA SILVA, 1999; COUTO, 2000), sendo

uma das estrategias de processo a operacâo de concentracao da SE a fim de

aumentar este teor.

Considerando que a concentracâo da SE seria realizada a temperature em torno

de 70 °C, por urn periodo de tempo dependente do volume de solucäo extrativa e da

concentracâo final desejada, fez-se necesserio urn estudo de estabilidade quimica

da SE frente a temperature. Sendo assim, foi realizado urn estudo piloto

submetendo-se a SE a temperature de 70 °C, em banho de ague, por urn periodo de

24 horas, onde aliquotas foram analisadas 0, 3, 6 e 24 horas ebbs iniciado o

experimento. A analise quantitative foi realizada por CLAE sendo verificado o perfil

cromatografico, bem comp quantificadas as trés substancias majoriterias presentes

na SE.

Durante o experimento, observou-se que nä° houve alteracâo do perfil

cromatogrefico da SE (figura 1), nâo sendo visualizada a presence de picos

adicionais ou o desaparecimento dos existentes. No entanto, houve urn considerevel

aumento na concentracâo dos picos majoriterios (figura 2). Comparando-se os

resultados das analises da SE mantida a temperature ambiente (0 h) corn a exposta

ao calor por urn periodo de 24 horas, verificou-se que houve urn aumento nas

concentracties do pico 1, 2 e 3.
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Figura 1: perfil cromatografico da SE de Phyllantus niruri quando exposta

temperatura de 70 °C.

A literatura registra que temperaturas acima de 55 °C sac) favoraveis para a

despolimerizacao de taninos hidrolisaveis, liberando acid° galico e outros taninos de

pequeno peso molecular, principalmente na forma monomerica e dimêrica (HATANO

e col., 1986; MUELLER — HARVEY, 2001). No ensaio de estabilidade realizado corn

a SE de P. niruri, frente a temperatura de 70 °C, observou-se que, de acordo corn o

tempo de exposicao da SE a esta temperatura, houve elevagao da concentragao do

acid° galico e de dois outros picos presentes na SE de P. niruri.

No entanto, se a despolimerizacao for a justificativa para o fenOmeno acima

observado, o presente matodo de analise cromatografica nao foi capaz de

quantificar tais polimeros, uma vez que a despolimerizacao deveria resultar na

reducao da concentracdo das substancias que estao sofrendo tal fenOmeno, fato

este que nao Ode ser observado pelo sistema cromatografico utilizado.
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Os resultados obtidos neste experiment() permitem inferir que o PSA de P.

niruri originado de uma solugdo extrativa que sofreu concentragäo a temperatura

superior a 70 °C, provavelmente, tenha concentragOes de Acid° gâlico e das

subsfâncias 2 e 3 superiores as da SE de origem. 

00 h
03 h
06 h
El 24 h 

6cido galico	 pico2	 pico3

subslancias

Figura 2: comportamento das substAncias majoritârias presentes na SE de

Phyllanthus niruri, durante ensaio de estabilidade a 0 h, 3 h, 6 h, e 24 h frente

temperatura de 70 °C

Comparando-se o valor de residuo seco da solugâo extrativa obtida em maior

escala de produgäo corn a obtida em escala laboratorial (tabela 2), observou-se que,

embora näo haja diferenga estatisticamente significante (teste "t" de Studant p >

0,05), a SE obtida na maior escala apresentou residuo seco inferior.

Tabela 2: comparagdo entre os residuos secos da SE obtida em diferentes escalas

de produgäo

Ensaio 
SE escala laboratorial

X ± S (CV %)
1,67 ± 0,06 (3,44)  

SE escala semi-industrial

X ± s (CV %) 
1,24 ± 0,0002 (0,16)Residua seco g %         
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A operaceo de concentrageo da SE foi realizada em equipamento de major

porte, onde 300 litros de SE foram concentrados ate urn volume final de 27 litros, o

que representou uma reduce° de cerca de 11 vezes do volume inicial. ApOs a

concentrageo, a SEC foi submetida, o mais rapidamente possivel, a secagem por

aspersao, uma vez que, em se tratando de uma soluceo aquosa poderia favorecer o

crescimento de microrganismos (HERBELE, 2000). Dessa forma, a SEC foi

caracterizada apenas quanto ao residuo seco, analise qualitative por cromatografia

em camada delgada e analise microbiolOgica.

A solugao extrativa foi concentrada ate urn teor de sOlidos de 13,8 %, a partir

do qual foi calculada a quantidade de adjuvante de secagem (Aerosil 200) a ser

adicionada.

A analise qualitative realizada por cromatografia em camada delgada,

utilizando os sistemas para flavonOides e taninos, não indicou diferencas visuals

entre os perfis das SE antes e apOs concentragão.

A analise microbiolOgica indicou a presence de 85,5 UFC/m1 de bacterias

viaveis na SEC, enquanto que na analise de fungos e leveduras neo foi verificado

crescimento. Os resultados indicam que a operaceo de concentraceo,

provavelmente, devido ao tempo de contato (12 h) corn a elevada temperature (70

°C), tenha sido responsavel por uma reduce. ° de 86,9 % no nOrnero de UFC em

relaceo a SE de origem, estando de acordo corn os niveis microbianos maximos

permitidos pela WHO (1998).

4.20btengäo do produto seco por aspersdo (PSA)

Para a obtengeo do PSA foi adicionado a SEC Aerosil 200, como adjuvante de

secagem. Foi calculada a adicao ponderal de 30 % do adjuvante sobre o residuo

seco (13,8 %) da SEC, perfazendo urn total de sOfidos de 19,7 %. No entanto, o

Aerosil forma uma disperse° coloidal quando em contato corn ague e desse modo a

SEC tornou-se bastante espessa, dificultando o procedimento de agitageo, o que

poderia resultar em urn PSA neo homogèneo. Assim, foram adicionados 6 litros de

egua a disperse° a fim de facilitar a agitageo. Corn a adigeo de ague, a disperse°

apresentou urn teor, tedrico, de sOlidos de 16,1 %.
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O rendimento da operagâo de secagem da solugâo extrativa concentrada de P.

niruri adicionada de Aerosil foi de 94 % (tabela 3), valor consideravelmente superior

quando comparado corn o rendimento de secagem de 79 % e 82 % obtido por

SOARES (1997) e COUTO (2000), respectivamente, em torre de secagem por

aspersäo ern escala laboratorial (TSAab)•

O alto rendimento da secagem por aspersäo obtido em torre de secagem por

apersâo em escala semi-industrial (TSAsind) pode ser justificado pelo elevado teor de

sOlidos presentes na dispersâo a ser seta, bem coma pelas caracteristicas inerentes

ao pr6prio equipamento, fato previamente observado por SOARES (2002) que, ao

secar, no mesmo equipamento, uma SE de Maytenus ilicifolia corn urn teor de

sOlidos de 15,86 %, obteve urn rendimento de 90,31 %.

O ensaio de perda por dessecacâo realizado corn o PSA (tabela 3) indica que o

produto apresentou teor de umidade residual prOximo do limite mäximo de 4 %

estabelecido para extratos secos (F. Bras. IV, 1988), sendo que para produtos corn

acondicionamento nao hermêtico a permitido um valor de perda por dessecagäo de

ate 7 %, (LIST e SCHMIDT, 1989). Comparando-se o teor de umidade residual do

PSA obtido na TSAsind corn a umidade de PSA obtida em TSAIab, verifica-se que,

embora haja diferenca estatisticamente significativa, tecnologicamente nâo hã

grandes variacOes. Alärn do que, desconsiderando o fato de que os produtos foram

obtidos em condicOes operacionais distintas, tais diferencas poderiam ser

justificadas apenas pelas variagOes externas de temperature e umidade.

Tabela 3: compara0o dos valores de perda por dessecacâo (PD % m/m) do PSA de

P. niruri obtido em diferentes torres de secagem por aspersâo

Ensaio I Dado experimental

X ± s (CV %) 
SOARES (1997)• I 	COUTO (2000)*

x ± s (CV %) 	x ± s (CV %) 
3,65 ± 0,16 (4,38) I 	 2,99 ± 0,03 (0,94)PD (%) 	 4,01 ± 0,07 (1,74)

* PSA obtido em TS/Nab       

Os produto secos por aspersào de solucOes extrativas apresentam elevada

higroscopicidade, necessitando assim, de adequado acondicionamento e rigoroso

controle de umidade residual (CARVALHO, 1997; SOARES, 1997, DE SOUZA,

1997, TEIXEIRA, 1996). A anelise da umidade residual realizada corn o PSA ao
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longo do tempo de armazenamento (figura 3), demostrou que al:6s 9 meses houve

urn significativo aumento no teor de umidade, no entanto ainda assim encontrava-se

abaixo do limite permitido de 7 % para produtos de acondicionamento näo

hermeticos (LIST e SCHMIDT, 1989).
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Figura 3: teor de umidade residual no PSA durante armazenamento.

0 PSA foi acondicionado em frascos de polietileno opacos e armazenados

em dessecadores a fim de reduzir a sorgao de agua. Porem, a manipulag5o, ainda

que em sala corn controle de umidade, pole favorecer a sorgâo de agua. Este

ensaio demonstra a necessidade do controle de umidade residual do PSA para

garantir a homogeneidade de conteCido e dosagem dos produtos derivados.

A analise por microscopic eletrOnica de varredura demonstra que o PSA se

apresenta como particulas esfêricas, corn superficies rugosas e ocas (figura 4 e 5),

caracteristicas de produtos secos por aspersào (MASTER, 1978).
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Figura 4: fotomicrografia eletrOnica de varredura do PSA (aumento 500 x)

Figura 5: fotomicrografia eletrOnica da varredura de PSA (aumento 2500 x)
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A distribuicâo granulomètrica do PSA pode ser visuaiizada na figura 6,

observando-se uma distribuicâo corn freqUéncia superior a 10 % na faixa de 3,4 a

20,7 mm.
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Figura 6: histograma de distribuicâo granulomètrica do produto seco por aspersao de

P. niruri

Da curva de distribuicâo granulomètrica (figura 7), obtida pela plotagem da

freqUencia acumulada percentual em escala linear no eixo das ordenadas em funcâo

do tamanho de particula em escala iogaritmica, foram determinados o diâmetro

medic de particula (dg) e o desvio padrâo granulomêtrico (G g) (WELLS, 1988;

LANTZ, 1989).

0 diárnetro medio obtido por metodo grafico foi de 10,55 pm e o desvio

padrâo (Gg) de ± 1,59 pm. Segundo WELLS (1988) estreitas distribuicOes

granulometricas, geralmente apresentam ag ao redor de 1,5, enquanto largas

distribuicOes podem apresentam a g _� 2. 0 PSA de Maytenus ificifolla, desenvolvido,

em mesmo equipamento, por SOARES (2002), apresentou urn tamanho mêdio de

particula de 22,36 pm corn desvio padrão de ± 1,06. Embora esses valores nâo

possam ser comparados diretamente corn os obtidos no presente estudo, por serem

resultante de mêtodos diferentes de an6lises, permitem interpretagâo semelhante

(WELLS, 1988; DE SOUZA, 1999; COUTO, 2000). Assim, os resultados indicam que
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os PSA obtidos em equipamento Niro Production Minor apresentam estreitas faixas

de distribuicâo granulometrica, corn valores de ag < 2.

lop

tentarto de pertictia ( u m)

Figura 7: curve de distribuicâo granulomêtrica do PSA de P. niruri

Comparando-se os tamanhos mèdios de particulas do PSA de P. niruri

obtidos em diferentes equipamentos (tabela 4), verifica-se que o produto obtido em

TSAa ina. apresentou diámetro medic, aproximadamente, 10 vezes major que o

produto obtido por SOARES (1997) e cerca de 2,5 vezes major que o obtido por

COUTO (2000), ambos produzidos em TSA ab. Estes resultados podem ser

justificados tanto pelo teor de sOlidos presentes no produto a ser seco como pelo

tipo de equipamento utilizado, uma vez que o aumento da viscosidade do fluid° de

alimentagao, assim como o emprego de aspersores rotatOrios, tendem a aumentar o

tamanho de particula dos produtos obtidos (MASTER, 1978).

FOSTER e cot. (1995), comparando as caracteristicas do produto obtido em

TSAsind., aspersor rotatOrio, corn o obtido em TSAab., dotado de bocal pneurnâtico,

observaram que o produto produzido no primeiro apresentou tamanho de particula 3

vezes major que o produzido em TSA ab. Considerando que ambos os produtos

originavam-se do mesmo fluid° de alimentacao, ou seja, corn o mesmo tear de

sOlidos, os autores concluiram que o tipo de aspersor, associado a velocidade de

giro no TSAamd bem como, as pr6prias dimensOes do equipamento determinaram as

maiores dimensOes das particulas obtidas.
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Tabela 4: diametro medio de particula e desvio padrâo granulomêtrico de PSA de

Phyllanthus niruri obtidos em diferentes equipamentos

Ensaio Dado experimental ' SOARES* ' COUTO*
(1997) (2000)

Diametro medio (um) 10,55 1,7 4,2
Desvio padrao granulomêtrico (1.1m) 1,56 _ 	 2,37 2,37
* PSA de P. niruri obtido em TSAI&

KOESTER (2003) obteve resultado semelhante ao de FOSTER e col. (1995)

ao comparar o tamanho de particulas de produtos obtidos, a partir de solugâo

contendo mesmo teor de sOlidos, em TSAsind. e TSArab.. 0 pó produzido em TSAsind.

apresentou tamanho medic de particula cerca de 3 vezes major que o obtido em

TSAiab..

Alain da diferenga no diametro medio particular, outro dado interessante é a

menor amplitude granulornêtrica do PSA em estudo, quando comparado corn o PSA

produzido em TSAab, o qual apresenta larga amplitude granulornêtrica. 0 tamanho

medio de particula e a amplitude de distribuigao granulometrica sao fatores

fundamentais para a formulagâo de formas farmacéuticas soljdas , influenciando,

principalmente a uniformidade de conte6do de formas farmacauticas sOlidas

derivadas e a velocidade de dissolugao das mesmas (WELLS, 1988; LIEBERMAN e

LACHMAN, 1989).

Do ponto de vista farmacautico, o tamanho e a forma das particulas que

compOem urn pó contribuem para as caracteristicas de fluxo e empacotamento do

mesmo, bem como podem fornecer indicagao da necessidade de adigao de

adjuvantes para elaboragäo de urn produto derivado (LIEBERMAN e LACHMAN,

1989; WRAY, 1992). Na tabela 5 estao descritos os parametros de empacotamento

do PSA.
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Tabela 5: parâmetros de empacotamento de produtos secos por aspersão de P.

niruri

Ensaios
Da do experimental

COUTO
(2000)

A

X ± S (CV %)

B

X ± S (CV %)
Densidade brute (g/m1) 0,7901 ± 0,004 (0,51) 0,247 ± 0 , 005 (2,02)
Densidade de compactagáo (g/ml) 0,9725 ± 0,008 (0,82) 0,435 ± 0,002 (0,44)
Indice de Carr (%) 18,753 ± 0,293 (1,56) 43,19 ± 1,42 (3,28)
Fator de Hausner 1,23 ± 0,004 (0,32) 1,76 ± 0,044 (2,53) 

118,7 ± 3,51 (2,961_Indice de densificacäo (ml) 11,86 ± 0,13 (1,09)
A = PSA obtido em TSAsind ; B = PSA obtido em TSAiab

O Indice de Carr e o fator de Hausner são parametros vinculados

capacidade de empacotamento do pO, considerando-se que valores baixos, menores

que 20 %, podem indicar materials corn caracteristicas de empacotamento mais

estaveis. influenciando positivamente na reprodutibilidade de enchimento das

cameras de compressào (CARR, 1965; WELLS, 1988; THOMAS e POUCERLOT,

1991).

O indice de densificacâo (ID) informa sobre o comportamento do pO, quando

submetido a movimentacao. Valores superiores a 20 ml sugerem potenciais

dificuldades de compactamento durante a compressào, pois significa que qualquer

movimentagäo provocara alteracâo do volume do pd, condicao indesejavel no

enchimento da camera de compressâo (LANTZ, '1898; GUYOT e col., 1995). 0 valor

de ID obtido para o PSA em estudo sugere cue o mesmo apresenta razoaveis

propriedades de fluidez.

Como pode ser verificado na tabela 5 as caracteristicas de empacotamento

do PSA obtido em TSAs ind. sâo notadamente superiores as do PSA obtido em TSAl ab.

Os parêmetros analisados permitem inferir que o PSA obtido em TSAsind. possui

empacotamento mais estavel e, provavelmente melhores propriedades de fluxo.

Alern disso, o aumento das densidades do pO favorece a formulagâo da formas

farmaceuticas sOlidas.

O comportamento de fluxo do PSA foi avaliado atravês da determinagâo da

velocidade de escoamento din5mico. Para tat. foi utilizado o funil de descarga corn
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menor orificio de saida (1,0 cm), observando-se escoamento livre de toda a amostra

submetida ao experimento.

Atravês de analise gràfica (figura 8 e tabela 6) pode ser verificado que o PSA

apresentou urn fluxo livre e homogéneo, onde 99,98 % do escoamento do p6 pode

ser explicado pelo modelo de equacâo linear. Observou-se que corn,

aproximadamente, 0,13 s houve escoamento total do p6. Os baixos valores das

variacOes dos dados demostram, tamb6m, suas adequadas qualidades de fluxo.
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Figura 8: Representacâo grafica do escoamento do PSA de Phyllanthus niruri

Tabela 6: resultado de comportamento e velocidade de fluxo do PSA de P. niruri

Equacao da reta r2 — 	
VFd VF (g/s)

X ± S (CV %) X ± S (CV %)

y = 69,34 x + 0,3346 0,9998 69,34 ± 3,53 71,37 ± 1,16
(5,09) (1,63)

VF = velocidade de fluxo calculada pela razao entre massa e o tempo total de escoamento da
amostra (n = 3), VFd = velocidade de fluxo calculada diretamente a partir da inclinagâo da reta (n = 3)

A an6lise de fluxo do PSA ratifica os parAmetros de empacotamento (tabela

5) do PSA, os quais sugerem born comportamento de fluxo. As melhoras

observadas nas caracteristicas tecnolOgicas do PSA de P. niruri, obtido em TSAsmd ,
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podem ser justificadas pela considerevel elevagâo do diametro me:di° das particulas

que comp6e o pO.

A analise microbiolOgica realizada corn PSA demonstrou que, de acordo corn

a metodologia utilizada, a carga de bacterias (30 UFC/g) e de fungos (56 UFC/g)

estava muito abaixo dos limites meximos estabelecidos pela WHO (1998), os quais

säo de 105 UFC/g e 103 UFC/g para bacterias e fungos, respectivamente.

A figura 9 representa a carga de contaminacao microbiana encontrada nas

materias-primas e produtos derivados de P. niruri, desde a droga vegetal ate o PSA.

Figura 9: carga microbiana da droga vegetal e de produtos derivados de P. niruri (SE

= solucäo extrativa; SEC = SE concentrada e PSA = produto seco por aspers5o)

Os derivados de P. niruri quando comparados corn a droga vegetal (figura 9)

apresentaram uma considerevel reducâo no nivel de microrganismos. Fato que pode

ser explicado pelos processos de extragäo e concentracao, os quais foram

realizados a temperaturas elevadas.
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0 comportamento do PSA frente a exposicao a ambientes de atmosfera corn

umidade relative (UR) controlada de 34 % e 65 % este representado na figura 10,

permitindo inferir sobre possiveis alteragOes do produto frente as vanagOes normais

de umidade do ambiente durante o armazenamento, bem como sobre sua

estabilidade fisica e sua aplicabilidade em diversos procedimentos tecnolOgicos.
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Figura 10: isotermas de sorgâo do produto seco por aspersäo de P. niruri em

ambiente de atmosfera controlada corn umidade relative de 34 % (#) e 65 % (E)

Como pode ser verificado na figura 10, o PSA exposto a UR de 34 % manteve

a massa, praticamente, constante durante todo o experimento, apresentando uma

sorgäo media de 0,34 % de umidade. Macroscopicamente, nâo foi observada

nenhuma alteragâo de cor e aspecto do produto. No entanto, quando submetido

UR de 65 % houve urn rapid° aumento de massa nas primeiras 24 horas,

estabilizando-se a partir do quarto dia, apps absorver cerca de 8,9 % de seu peso

em ague. Apesar de não ter sido observada formagão de grumos, o PSA, a partir do

quarto dia de experimento, apresentou alteracão de cor e compactagão geral.

Comparando-se esse resulted° corn o relatado por SOARES (1997) pare o PSA de

P. niruri obtido em TSA Iab., verifica-se que em UR de 65 %, ambos tiveram
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comportamento semelhante, sendo que este Ultimo apresentou uma sorgäo maior de

ague na faixa de 12 %.

Os resultados demostraram que embora o metodo aplicado para obtengâo de

PSA de P. niruri tenha sido efetivo em melhorar suas caracteristicas tecnolOgicas,

em relagâo a higroscopia nao houve grandes modificacties, uma vez que ambientes

corn elevada umidade continuam provocando alteragOes nas propriedades fisicas do

produto. A elevada higroscopia do PSA pode ser decorrente de fatores inerentes

constituicâo quimica do produto (BASSANI, 1990; FOSTER e LEATHERMAN, 1995;

SCHILLER e col., 2000).

5. CONCLUSAO

A uttilizacao da torre de secagem em escala semi-Industrial para secagem da

solugâo extrativa aquosa de Phyllanthus niruri permitiu obtencao de urn produto seco

corn melhores caracteristicas tecnolOgicas e maior rendimento quando comparado

ao produto seco obtido em escala laboratorial. A concentracão da SE a temperatura

de 70 °C parece provocar um aumento no teor de acid° galico e substancias 2 e 3

presentes na solugao extrativa de P. niruri.

As operagOes de concentracao bem como a secagem por aspersäo da SE

parecem favorecer a reducâo da carga microbiana presente na materia-prima

vegetal, uma vez que os produtos obtidos apresentaram carga microbiana inferior

aos limites maximos permitidos pela WHO (1998). A producao do PSA em escala

semi-industrial apesar de melhorar as caracteristicas tecnolOgicas nao foi eficiente

para reduzir a higroscopia do produto.
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RESUMO:

O objetivo do estudo foi avaliar a viabilidade de obtencão de granulados a partir de

produto seco por aspersao de Phyllanthus niruri. Para atingir este objetivo, corn

auxilio de adjuvantes farmacauticos, foram estudadas as tecnic,a de granulagao via

seca e Ornida a fim de verificar qual delas permitiria a obtencao de granulados corn

melhores caracteristicas tecnolOgicas e rendimento operacional. Eudragit E foi

utilizado como agente aglutinante para obtengâo de granulados por via Cimida. Os

granulados foram caracterizados quanto a granulometria, parametros de

compactacao e comportamento frente a compressao, bem como quanto

higroscopia. Tecnologicamente, ambos granulados, apresentaram tamanho de

particula, densidades bruta e de compactagao, e indice de Carr favoraveis ao

desenvolvimento de uma forma farmacautica sOlida. 0 comportamento frente

compressao demostrou que os granulados secos sofrem deformacao plastica a por

fragmentacao enquanto que os granulados obtidos por via Cimida apresentaram urn

comportamento predominantemente plastic°. Corn relacâo a sorcao de umidade,

comprando-se os granulados corn o PSA, o estudo indicou que os granulados

absorveram menos umidade, sendo que os contendo Eudragit E na proporcao de

5 % a 10 % foram os menos higroscOpicos.

PALAVRAS CHAVES: granulados, produto seco por aspersao, Phyllanthus niruri
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1 INTRODUCAO

0 desenvolvimento de uma forma farmacauticas contendo extratos vegetais,

normalmente, envolve problemas tecnolegicos e de estabilidade, devido a prepria

natureza dos extratos, os quais carecem de propriedades favoreveis a urn

processamento farmacautico, alêm disso, as substancias ativas, geralmente estao

presentes em baixa concentracao o que exige que a forma farmacautica contenha

altas doses do extrato (CRIPPA, 1978; BONATI, 1980).

Os extratos secos vegetais, apesar de serem produtos intermediaries corn

melhor estabilidade e facilidade de manuseio, caracterizam-se por serem pos muito

finos. corn baixa densidade e alta higroscopia, o que dificulta sua transformagão em

uma forma farmacautica selida (LIST e SHIMDT, 1989; DE SOUZA e col. 2000). No

entanto, tais caracteristicas podem ser melhoradas através da granulacão dos

mesmos, o que permite o aumento do tamanho de particula do pe, melhorando a

fluidez e caracteristicas compressionais do produto.

A operacao de granulacâo em si, corn excecão da diminuicao da area

superficial, parece nao oferecer major protegão ao extrato seco (ONUNKWO e

UDEALA, 1995). Porem, a adicao de adjuvantes farmacauticos, alem de auxiliar no

processo de granulacâo pode funcionar como medida para diminuir a higroscopia do

extrato. Como exemplo, pode-se citar o use de diexido de silicio coloidal ou de

resinas acrilicas, tais como o Eudragit, este empregado no revestimento de granules

(DIAZ e cot, 1996; SOARES, 2003).

Os extratos secos, geralmente, sae altamente solOveis em ague e, assim, a

granulacäo via Umida fica comprometida e resLmida a utilizacao de solventes

organicos como liquid° de granulacao, os quais devem ser escolhidos

criteriosamente pare evitar reaceies de degradagâo do extrato.

Considerando todos esses fatores este trabalho teve por objetivo avaliar a

viabilidade de transformacao do produto seco por aspersao de Phyllanthus niruri em

granulados, atraves das tecnicas de granulacâo por via seca e por via Omida.



147

2. METODOLOGIA

2.1 Mat6ria-prima

0 produto seco por aspersào de Phyllanthus niruri foi produzido em escala

semi-industrial baseando-se na metodologia descrita por SOARES (1997).

Os adjuvantes farmacéuticos celulose microcristalina - CMC (Avicel pH 101,

FMC corp.), estearato de magnêsio - EST (fornecido por C. Bacia S.A.), di6xido de

silicio coloidal — DSC (Aerosil® 200, Degussa), croscarmelose sOdica - CCS (Ac-Di-

Sol, fornecido pela Blanver) e Eudragit E100 (ROHM) foram utilizados como

recebidos.

2.2 Desenvolvimento dos Granulados

Foi estudado o desenvolvimento de granulados por via seca por

desagregacâo (GRN) e por via Ornida (GPU).

2.2.1 Desenvolvimento dos granulados por via seca por desagregacäo (GRN)

Para o desenvolvimento de granulado contendo alto teor de PSA foram

avaliadas as formulacOes descritas na tabela 1. Os complexos farmacauticos foram

obtidos através da mistura do PSA corn os adjuvantes em misturador tipo V a 36 rpm

acoplado a motor multiuso (Erweka AR 400). No caso da formulagâo 1, foi realizada

mistura do PSA corn o material de carga/enchimento (CMC) por 15 min corn

posterior adigâo de lubrificante (EST) e regulador de fluxo (DSC), continuando-se a

mistura por mais 5 min. As demais formulagOes foram obtidas sob as mesmas

condicOes, sendo o lubrificante e regulador de fluxo misturado ao PSA por urn

periodo de 5 min.

Os compactos foram obtidos atravês da compressäo direta, de cada

formulacào, em maquina de comprimir alternativa (Korsch EK-0) equipada corn

alimentador e dotada de puncOes simples, circulares, facetados corn 15 mm de

diãmetro. A granulacäo dos compactos foi realizada em granulador a seco de rolos

sulcados (Erweka tipo TGIIS), seguido de cominuicâo em granulador oscilatOrio

(Erweka tipo FG). A calibragão foi realizada, corn auxilio de tamises, visando obter
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granulados corn distribuigao granulometrica abaixo de 1,0 mm e acima de 0,25 mm.

As fracties menores do que 0,25 mm foram recompactadas seguindo o mesmo

protocolo conforme descrito para obtengâo dos compactos. 0 ciclo de compactagâo

e cominuicao foi repetido ate que o percentuai de particulas finas fosse inferior a 10

% da mistura total,

0 rendimento da operagao de granulagáo foi calculado, no primeiro ciclo da

granulagao, atraves do percentual de granulados calibrados, sobre a massa do

complexo farmacautico.

Tabela 1: composicäo ponderal das formulacties pare obtengéo dos granulados.

FormulagOes PSA EST DSC CMC
(%) (%) (%) (%)

F1 (COUTO, 2000) 69,23 1,00 2,20 27,57
F2 99 1,00 - -
F3 97 1,00 2,00 -
F4 98 1,00 1,00 -
PSA = produto seco por aspers5o; EST = estearato de magnesio; DSC = diOxido de silicio coloidal;
CMC = celulose microcristalina

Avaliaga-o dos compactos

A resistancia a queda e a abrasao foi determinada em friabilOrnetro tipo

Roche, a 20 rpm, durante 5 min, utilizando 20 compactos de cada formulagao. A

dureza foi determinada atraves da resister -Ida ao esmagamento radial, em durOmetro

Scheleuniger. 0 teste do tempo de desintegragäo dos compactos foi realizado em

agua a 37 ± 1 °C segundo a Farmacopeia Brasileira IV, 1988.

2.2.2 Desenvolvimento dos granulados por via Crmida (GRU)

Para obtengâo dos granulados por via ermida foi utilizado Eudragit E100 coma

agente aglutinante. Foram preparados três granulados contendo distintas proporgities

de Eudragit E, 2,5%, 5% e 10%, respectivamente. 0 produto seco por aspersão e a

solugao de Eudragit E, em acetona (12,5% mlv), foram malaxados ate consistancia

adequada para granulagão. A granulagäo foi realizada, manualmente, atraves de

tamis corn 1 mm de abertura de malha. Os granulados foram secos, a 25 °C durante

2 horas, em estufa de ar circulante, sendo posteriormente classificados em tamis

corn 1 mm de abertura de malha.
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2.3 Caracterizacao dos granulados

2.3.1 Analise granulometrica por tamisagao

Cerca de 20 g de granulado foram submetidos a passagem atraves de

tamises, previamente tarados, corn abertura de malha de 0,850; 0,710; 0,600; 0,500;

0,355 e 0,250 mm. A tamisacao foi realizada utilizando o aparelho Orto Alresa

(HZ50) a 60 vibracties por segundo durante 15 min. As fracties retidas nos tamises e

coletor foram pesadas e os dados analisados atraves da construcao de histogramas

de distribuicAo. 0 dial-net° mêdio e a amplitude de distribuicao foram calculados

atraves de mêtodo aritmetico (LANTZ, 1989).

2.3.2 Densidade bruta, densidade de compactac..âo e indice de Carr (VOIGT, 1993;

GUYOT e col. , 1995).

Os volumes brutos e de compactacäo foram medidos em voliimetro de

compactacao (J. Engelsmann), onde 10 g do pó, exatamente pesados, foram

vertidos numa proveta de 25 ml (volume bruto = Vb) e submetidos a seqUencias de

1250 quedas ate que a diferenca entre duas leituras subseqUentes fosse inferior ou

igual a 0,1 ml, sendo este considerado como volume de compactaqao (Vc). A partir

dos dados obtidos neste ensaio foram calculados as densidades brutas e de

compactagâo e o indice de Carr, segundo a equagâo 1.

IC - 	
db-dc x100 (1)

dc

onde: db = densidade bruta (g/m1); dc = densidade de compactag..âo (g/m1); IC =

indice de Carr (%)

2.3.3 Analise quantitativa de polifenOis por cromatogrefia liquida de alts eficiancia

(CLAE)

Foi realizada utilizando metodo descrito e validado para o doseamento de

polifenOis presentes no produto seco por aspersâo de Phyllanthus niruri* .

DE SOUZA. T.P. tese de doutorado. capitulo 3.
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A solucào-mäe (SM) foi preparada atraves da pesagem de granulado

equivalente a 73,8 mg de PSA, dissoividos corn âgua para 100,0 ml, sob agitacao,

por 2 horas. Aliquotas de 2,0 ml da SM foram diluidas corn acetonitrila:agua (20:80

v/v) para 25,0 ml, resultando uma concentracão de 59,04 pg/m1 (SA). Antes da

analise, a SA foi filtrada por membrana hidrofilica.

2.3.4 Avaliagâo frente a compressäo

A avaliacâo da compressâo foi realizada em maquina de comprimir excèntrica

J. Bonals BMT, equipada corn puncties circulares, pianos e lisos de 9 mm,

instrumentalizada e corn sistema de aquisicâo de dados conforme descrito por

MARTINEZ-PACHECO e col., (1985). Os comprimidos foram obtidos por pesagem

individual do pc5 e enchimento manual da camara de compress5o, sendo o volume

ajustado de modo que todos os comprimidos tivessem urn contebdo constante de

PSA de 250 mg. A compressäo foi realizada por acionamento automatic° com

velocidade fixada em 8 comprimidos/min.

A pressao media de deformacâo (Py), plasticidade (P %) e recuperacäo

elastica (RE %) do produto seco por aspersäo e granulados foram estimadas atraves

do modelo de Heckel e de curvas forga — tempo (HUBERT-DROZ e col., 1982),

sendo os câlculos realizados utilizando o programa Excel ® 97. A forca de

compressâo foi medida em nivel do pungäo superior, utilizando forca de compressão

maximas aplicaveis ao PSA e granulados obtidos por via seca de 6000 N e de

2500 N para granulados obtidos por via Omida.

2.3.5 Sorgão de umidade

0 PSA e granulados foram estocados por 15 dias em ambiente corn umidade

relativa de 69 %, obtida atraves de uma soluoào saturada, corn resicluo sOlido, de

iodeto de potassio (NYQVIST, 1983), e temperatura controlada de 25 °C. A sorodo

de umidade foi avaliada atraves do aumento de peso produtos, o qual foi verificado

pela pesagem das amostras nas primeiras 24 e 48 horas, seguidas de pesagens

consecutivas de 72 em 72 horas por urn periodo de 15 dias.
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2.3.6 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados atravês de analise de variencia (ANOVA), teste

de Tukey e teste t de Student realizados corn auxilio do programa estatistico

SigmaStet@ for Windows versa° 1.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento de granulado seco

Inicialmente os estudos foram baseados no trabaiho realized° por COUTO

(2000) que definiu os adjuvantes celulose microcristalina, estearato de magnesia e

dióxido de silicio coloidal como os mais favoreveis, tecnologicamente, para obtengäo

de granulados, por via seca, contendo alto teor de PSA.

Embora o PSA em estudo tenha sido obtido em escala semi-industrial e,

consequentemente, apresentando melhores caracteristicas tecnolOgica que o PSA

produzido em escala piloto, estas ainda nä° foram suficientes para obtencao de

comprimidos por compressão direta, fazendo-se necesseria a etapa de granulacao,

e, neste caso, devido a higroscopia do produto, avaliou-se, primariamente, a

granulagão por via seca. Assim, foram estudadas, alern da formulacäo de COUTO

(2000), a viabilidade de obtencao de granulados de PSA contendo apenas estearato

de magnesia como lubrificante e/ou diaxido de silicio coloidal, funcionando tanto

coma regulador de fluxo quanto coma agente sorvente pare proteger o produto

obtido da acâo da umidade.

As formulacOes testadas (tabela 1) foram preparadas em quantidades

suficientes para avaliacao tecnolOgica dos compactos e granulados. De maneira

geral, os compactos foram produzidos corn faixa de dureza de 50 a 70 N, corn

alimentagão automatica da camera de compressao.

Segundo PR1STA (1997), os briquetes produzidos para granulagao em robs

sulcados, devem apresentar espessura na faixa de 3 a 4 mm de modo a facilitar o

processo Dessa forma, considerando que as formulacties apresentavam

composicäo diferenciada e, consequentemente densidades diferentes, o peso medio
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foi ajustado para que ambas apresentassem espessura e faixa de dureza

semelhantes.

Os resultados de caracterizacâo tecnológica dos compactos estâo descritos

na tabela 2. Como pode ser observado, de modo geral, corn excecào da formulacáo

1, todas apresentaram peso medio corn coeficiente de variagâo abaixo de 1,5 %,

isso pode ser explicado pela boa fluidez do PSA permitindo enchimento homogèneo

da cámara de compressao.

Tabela 2: caracterizagão dos compactos

resultados
FormulaLceies

F2
R ± s (cv%)

F1
R ± s (CV%)

F3
R ± s (Cv%)

F4
x ± s (cv%)

Peso mádio (g) 0,6413 + 0,017
(2,67)

0,828 ± 0,004
(0,5)

0,833 ± 0,01
(1,2)

0,8101 ± 0,003
(0,4)

Diárnetro (mm) 15,18 ± 0,017
(0,11)

15,19 ± 0,07
(0,52)

15,22 ± 0,02
(0,12)

15,20 ± 0,009
(0,06)

Espessura (mm) 3-23 ± 0 013 3,90 ± 0,025 4,07 ± 0,03 3,93 ± 0,01
(0 , 4) (0,6) (0,7) (0,3)

Friabilidade (%) 9,7 42,14 69,4 50,9

Dureza (N) 57,51 ± 11,3
(23,2)

64,6 ± 5,0
(7,78)

53,6 ± 8,6
(16,13)

55,0 ± 7,5
(13,7)

Tempo de
desintegracâo
(min) 

25:48 ± 6,14
(24,7)

10:32 ± 0,36
(3,5)

12:33 ± 0,58
(4,7) 8:00*

* todos as compactos desintegraram -se ao mesmo tempo

Comparando-se estatisticamente as durezas dos compactos de diferentes

formulagOes, näo houve diferenca significativa (p = 0,43), no entanto os mesmos

apresentaram valores de friabilidade bem diferentes entre si. Dentre as formulacOes

avaliadas, a F1 foi a que originou compactos corn maior resistäncia, provavelmente

devido a presenca da celulose microcristalina, adjuvante corn poder aglutinante,

favorecendo a coesäo entre as particulas.

Todos os compactos apresentaram tempo de desintegracâo (TD) dentro do

limite maxim° (30 min) estabelecido pela Farmacopeia Brasileira (F. Bras. IV, 1988),

no entanto, a Fl foi a que apresentou major TD, corn valor muito prOximo ao limite

farmacopeico e elevado coeficiente de variagáo, enquanto que as demais

formulacties desintegram-se mais rapid° e de maneira mais homogénea.



0

0 0 	 0 	 0
lava granulorrktrica (mm)

,r5

0

Figura 1: distribuicáo granulornetrica dos granulados de PSA de P. niruri

0
0

30

25

20

15 1
10

5.)

❑ GRN1

C GRN2

ID CA143

GIRN4

153

Como pode ser observado na tabela 3, a Fl apresentou menor rendimento na

operacâo de granulagiáo, enquanto que as demais originaram granulados corn

rendimentos semeihantes na faixa de 60 %. Tecnologicamente, quanto maior o

rendimento da granulacáo menos ciclos operacionais säo necessärios e, corn isto, o

produto sofrerà menor estresse mecklico.

Tabela 3: rendimento (R %) da operagão de granulagäo

Formulagão Fl F2 F3 F4
R % 45,82 61,2 62,8 62,4

A elevada friabilidade dos compactos poderia ser uma das explicagOes para

alta producäo de finos durante o processo de granulagâo (COUTO, 2000). No

entanto, os experimentos mostraram que os compactos que apresentaram menor

friabilidade (F1) foram os que originaram major producao de finos (acima de 50 %).

Os granulados desenvolvjdos por COUTO (2000) apresentaram rendimento de

granulagão semelhante ao presente estudo. Assim, o baixo rendimento da

granulagáo pode ser inerente a prdpria formulacáo.

Os resuitados da anälise granulomètrica dos granulados estáo representados

na figura 1. Como pode ser observado, de modo geral, os granulados apresentam

distribuicäo granulometrica muito semeihantes entre si, o que pode indicar

reprodutibilidade na metodologia de obtengâo dos granulados.
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Corn relagao aos parâmetros tecnolOgicos (tabela 5), de modo geral, verifica-

se que os granulados apresentaram caracteristicas de compactagao e fluxo

melhores que o PSA (tabela 4). Embora a analise estatistica indique que o GRN 2

apresentou valores de densidade de compactagao e indice Carr, diferentes dos

demais granulados, observa-se que os valores estao muito próximos entre si, fato

inerente a semelhante distribuicao granulometrica entre os diferentes granulados. Os

valores do diametro medio de particula e do desvio granulornatrico dos granulados

confirmam que as formulagOes originam produtos corn distribuicOes granulometricas

muito prOximas entre si.

Tabela 4: caracteristicas tecnolOgicas do produto seco por aspersâo (PSA) de P.

niruri

Ensaios
-5-(

Valores
+ s CV%

densidade bruta (g/m1) 0,7901 ± 0,004 (0,51)
densidade de compactagao (g/m1) 0,9725 ± 0,008 (0,82)
indice de Carr (%) 18,753 ± 0,293 (1,56)
d . (irn) 10,55 ± 1,56 (0,15)

Tabela 5: parametros de compactagao dos granulados obtidos por via seca (GRN)

Ensaio
GRN 1
3-( ± s

GRN 2
R + s

GRN 3
R + s

GRN 4
x + s

db (g/m1) 0,608a ± 0,008 0,600a ± 0,01 0,595a ± 0,005 0 589' ± 0,008
dc (g/m1) 0,655b ± 0,019 0,700a ± 0,007 0,646b ± 0,001 0,639b ± 0,004
IC % 7 08b ± 1,78 14,35a ± 0,62 7,92b ± 0,78 7,67 ± 1,55
d „, (mm) 0,583a ± 0,249 0,588a ± 0,214 0,550a ± 0,224 0,579' ± 0,237
db = densidade bruta; dc = densidade de compactagao; IC = indte de Carr; d, = diemetro medio.
Medias seguidas de mesma letra na- o diferem pelo teste de Tukey (a =0,05)

De acordo corn os ensaios de caracterizacao realizados corn os granulados

verificou-se que, tecnologicamente, nä° ha grandes diferengas entre os mesmos,

tornando-se dificil eleger, entre as formulagOes, a que apresenta melhores

propriedades para o desenvolvimento de comprimidos. No entanto, considerando o

rendimento da operagäo de granulacao, como ponto critic° para obtengâo de

granulados, excluiu-se a F1, uma vez que esta apresentou urn rendimento abaixo de

50 %.
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Dessa forma, o doseamento dos granulados, foi realizado apenas corn os

granulados oriundos das formulacties 2, 3 e 4

A analise quantitativa (tabela 6) foi realizada visando verificar a

homogeneidade de distribuicao do PSA nos granulados, para tanto os teores dos

polifendis presentes nos granulados foram comparados corn os do PSA. A ANOVA

demostrou que, estatisticamente, nä° ha diferenca significativa (a = 0,01) entre os

teores de polifendis presentes nos granulados e no PSA.

Tabeia 6: teor de polifendis presentes em um grama de produto seco por aspersao

(PSA) e de granulados obtidos por via seca (GRN)

Substancias PSA
X (CV %)

GRN2
X (CV %)

GRN 3
X (CV %)

GRN 4
X (CV %)

S1- acid° gälico (mg) 12,02 (1,27) 11,84 ( 0,28) 11,80 (0,60) 11,74 (0,87)
S2 (mg) 15,64 (3,19) 15,61 (1,63) 16,33 (3,44) 15,77 (0,43)
S3 (mg) 19,62 (1,72) . 19,16 (0,53) 19,35 (0,26) _ 19,36 (0,44)

3.2 Desenvolvimento de granulado por via Omida

Na tabela 7 estao descritas as propriedades mecanicas dos granulados

obtidos por via Urnida. Observa-se que a medida que se aumenta a proporcao

Eudragit nos granulados parece haver uma melhora nos parbmetros de

compactacao, sendo o GRU 10 % a apresentar menor indica de Carr, sugerindo ser
o granulado corn melhor estabilidade de empacotamento e, provavelmente,

meihores propriedades de fluxo. A justificativa pode estar relacionada ao aumento

do diametro medio particular de acordo corn a proporgao de Eudragit dos granulados

(Planinsek e col., 2000). Quanto a granulometria, pode ser verificado uma

semelhanca muito grande entre os granulados.

Tabela 7: parametros de compactagao dos granulados obtidos por via Ornida (GRU)

Ensaio
GRU 2.5 %

R ± ss
GRU 5 %

R +
GRU 10 %

R + s
db (g/ml) 0,411 b ± 0,008 0.432b ± 0,014 0,509a ± 0,007
do (glml) 0,484b ± 0,007 0,491b ± 0,007 0,577a ± 0,001
IC % 14.94a±2.120 12,17a + 0,809 11,75a ± 1.29
TI„, (mm) 0,679a ± 0,314 0,680a ± 0,336 0,806a ± 0,249

db = densidade bruta; dc densidade de compactacao; IC = indice de Carr; d,,, = diAmetro medic).
Medias seguidas de mesma letra nâo diferem pelo teste de Tukey (a =0,05)
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A granulagao por via Omida produziu granulados corn bons rendimentos, de

cerca de 99,5 %, 99, 3% e 93,1 % para os granulados contendo 2,5; 5 e 10 % de

Eudragit, respectivamente.

0 doseamento dos granulados (tabela 8) demonstrou que a presence de

Eudragit nos granulados nâo alterou a composicao de polifenais presentes no PSA,

uma vez que nao houve diferenca estatistica significative (a = 0.01) entre o

doseamento dos granulados obtidos por via Ornida e o PSA.

Tabela 8: teor de polifenais presentes em urn grama de PSA e de granulados

obtidos por via Ornida (GPU)

PSA GPU2,5 GPU5 GPU10
Substancias X (CV %) X (CV %) X (CV %) X (CV %)
S1- 6cido gafico (mg) 12,33 (0,32) 11,91 ( 0,28) 11,99 (0,23) 11,57 (0,45)
S2 (mg) 15,31 (1,54) 14,76 (0,39) 14,80 (0,69) 14,33 (0,23)
S3 (mg) 15,06 (1,53) , 14,87 (1,20) , 	 15,21 (0,56) 13,87 (0,41)

3.3 Estudo de compressao

A avaliacäo do comportamento frente a compressao foi realizado corn o

produto seco por aspersao, granulado seco e granulados obtidos por via &nide.

Dentre os granulados secos, somente o GRN 4 foi escolhido para participar do

ensaio em virtude da semelhanca tecnolOgica corn os demais granulados. Por outro

lado, todos os granulados Omidos participaram do estudo, uma vez que se pretendia

observer se as diferentes propor9Oes de Eudragit E interferiam no comportamento

compressional do produto.

0 grafico de Heckel (figura 2) demostrou que as produtos apresentaram urn

comportamento frente a compressao diferenciado. No sistema estudado, o limite

maxim° de compressao para os granulados obtidos por via Urnida foi,

consideravelmente baixo (2500 N), principalmente quando comparado ao PSA e

granulado obtido por via seca, os quais permitiram a aplicacão de uma force de

6000 N. Tal fato pode ser explicado pelas diferencas de densidade e porosidade

entre os granulados.
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Figura 2: grefico de Heckel, 1- PSA; 2 — GRN 4; 3 — GRU2.5; 4 — GRU5; 5- GRU10

As propriedades de compresseo (tabela 9) revelam uma alta recuperageo

elestica para todos os produtos estudados. A pressao media de deformagâo (Py)

sugere que PSA e os granulados obtidos por via Ornida apresentam comportamento

predominantemente pldstico, enquanto que o granulado obtido por via seca

apresenta simultaneamente urn comportamento de deformageo plastica e por

fragmentageo.

Tabela Paremetros de fisica de compressão calculados para o produto seco por
asperse° (PSA), granulado seco (GRN4) e granulados obtidos via Ornida (GRU2,5),
(GRU5) e (GRU10)
amostras Py (MPa)

X (CV%) P(%)
	 E (%)

X (CV%)
PSA 111,6 (3,16) 64,47 (2,26) 35,53
GRN4 168,5 (0,96) 60,47 (0,27) 38,53
GRU2,5 107,95 (2,22) 65,44 (3,22) 34,56
GRU5 67,44 (2,14) 61,75 (3,44) 38,25
GRU10 81,08 (0,47) 64,26 (4,27) 35,74
Py = pressao media de deformagao, P = plasticidade, E = recuperacäo elastica
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3.4 Sorcäo de umidade

A exposicâo dos PSA e granulados a ambiente corn umidade relativa de

69 %, demonstrou que todos os produtos apresentaram-se sensiveis a umidade

(figura 3). No entanto, cornparando-se o PSA corn os granulados, verificou-se que

estes mostraram uma significative menor sorcäo de umidade, o que pode ser devido

a menor area superficial dos granulados.

A presence de Eudragit na proporcäo de 2,5 % nos granulados Cimidos nao foi

suficiente para diferi-lo, em termos de sensibilidade a umidade do granulado seco,

porem em proporgOes igual ou maior que 5 % originou granulados corn uma

higroscopia significativamente menor que os demais, o que demonstra a propriedade

protetora desse polimero e sugere uma maior estabilidade do granulado (PETEREIT

e WEISBROD, 1999). Esses achados estão de acordo corn o descrito por DiAZ e

col. (1996) que, estudando a granulacâo por via (nide de extrato seco vegetal,

utilizando Eudragit E como agente aglutinante, verificaram que os produtos obtidos

apresentavam higroscopia consideravelmente menor que o extrato seco.

Figura 3: aumento de massa dos produtos quando armazenados em ambiente corn

umidade relativa de 69 %.
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4 CONCLUSAO

Os resultados mostraram a viabilidade de obtengâo de produtos granulados a

partir do produto seco por aspersäo de Phyllanthus niruri. Tanto a granulagâo por via

seca como a por via Omida foram capazes de originar granulados corn adequadas

caracteristicas tecnolOgicas e born rendimento operacional. A presenga de Eudragit

E, nos granulados obtidos por via Omida, quando ern proporgâo igual ou superior a

5 % foi eficiente em produzir granulados corn menor sensibilidade a umidade. Corn

relagão a compress5o, os granulados apresentaram comportamento diferenciado. 0

granulado seco exigiu uma major forga de compressào e deformou-se de modo

plastic° porem corn urn percentual de fragmentagäo, enquanto que os granulados

obtidos por via Ornida deformaram-se de forma completamente plastica. Apesar do

estudo demostrar resultados promissores em relagâo a obtengâo de comprimidos a

partir desses granulados, maiores investigagOes devem ser realizadas a fim de

verificar a viabilidade tecnolOgica de transformagao desses produtos em

comprimidos.
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1. INTRODUQA0

0 desenvolvimento de comprimidos a partir de extratos secos vegetais tern

atraido a atericao de varios investigadores na area de tecnologia farmacéutica, fato

relacionado corn a comprovagáo cientifica da importancia terapéutica das plantas

medicinais (BOYD, 1996, RENOUX e col., 1996, PALMA e col., 1999).

No entanto, o desenvolvimento e a producao de comprimidos, cujo

componente principal sâo extratos secos vegetais, apresentam uma serie de

dificuldades relacionadas as caracteristicas tecnolOgicas dos extratos secos, os

quais, geralmente, n'ao apresentam propriedades reolOgicas e de compressibilidade

que favoregam a obtencao de comprimidos. Alêm do que, a elevada higroscopia

desses produtos dificulta a compressäo e diminui a estabilidade da forma

farmacéutica (RENOUX e col., 1996; LINDEN e col,, 2000; SOARES, 2002).

0 emprego da granulacdo tern se apresentado como uma boa alternativa no

sentido de melhorar as caracteristicas de fluxo e de compressâo dos extratos secos

vegetais. No entanto a granulagâo por via Cimida corn emprego de liquidos aquosos

conduz a problemas, devido a higroscopia desse produto e, sendo assim, a maioria

dos investigadores opta pela compressáo direta ou granulagâo por via seca, o que,

na grande parte do caso nâo resolve o problema de sensibilidade a umidade do

produto final (PLAIZIER-VERCAMMEN e BRUWIER, 1986, LINDEN e col., 2000;

SOARES, 2002). A utilizacao de polimeros acrilicos como agente de granulacâo, por

via Cimida, e como protetor da umidade atmosfêrica pode representar uma

alternativa na obtencâo de comprimidos corn maior estabilidade frente as variagOes

atmosfOricas (DIAZ e col., 1996).

Sendo assim, o presente capitulo teve por objetivo o desenvolvimento de

comprimidos contendo alto teor de produto seco por aspersäo de Phyllanthus niruri

corn adequadas caracteristicas tecnolOgicas e maior estabilidade frente as variacOes

de umidade ambiental.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the compression behavior of Phyllanthus niruri

spray dried extract as well as the influence of excipients on properties of tablets

containing a high dose (70 % by weight) of this product. The effect of excipients was

studied by a 22 factorial design. The investigated factors were the type of

disintegrant (Ac-Di-Sol® and Primojel0) and the type of filler/binder (Avicel® pH 101

and Emcompress®). In this phase the tablets were produced on a single punch

tablet press using a constant compression force of 5000 N. The tablets formulated

with Avicel® showed a plastic behavior while the tablets containing Emcompress® a

fragmentative one. The disintegration time was influenced significantly by both

factors, but the tensile strength was affected only by the filler/binder. Additional

experiments considering the influence of the compression force (2250 N and 5000

N) and proportion of Ac-Di-Sol (1.5 %, 3.0 % and 6.0 %) on the mechanical

properties of the tablets were performed by a 2 x 3 factorial design. Both factors
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affected significantly the tensile strength, friability and disintegration time of the

tablets.

Key words: compression, spray dried extract, Phyllanthus niruri, excipients,

Heckel's plot.

1. INTRODUCTION

Pharmacological studies with Phyllanthus niruri demonstrate the efficacy of aqueous

extracts against kidney disorders and viral hepatitis (CALIXTO at al., 1998). Spray

dried extract from this plant was developed to produce stable, more easy to handle

and to dose intermediary technological products (SOARES, 1997). However, spray

dried extracts generally show deficient rheological properties, poor compressibility

and high moisture sensibility that difficult their direct compression, being necessary

the addition of pharmaceutical excipients to overcome those problems (RENOUX et

al.. 1996; DE SOUZA et al., 2001; PALMA et al., 2002). The properties of excipients

affect various technological parameters of the powder pharmaceutical complex such

as compressibility, flowability and contend uniformity. Thus, by varying the type and

quantity of the excipient incorporated into the formulation it is possible to correct and

to optimize these characteristics (PIFFERI et al., 1999). Excipients show an

important role in the compression of spray dried extracts and their adequate choice

represents the first step to elaborate a feasible dosage form. Hence, the aim of this

work is to evaluate the compression behavior of P. niruri spray dried extract and the

influence of different excipients on this process.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Material

The dry extract of Phyllantus niruri was produced by spray drying using a Niro

Atomizer Production Minor equipment following to described by SOARES (2002).

The excipients Avice10 PH 101 (FMC), Emcompress® (Edward Mendell), Primojel®

(Avebe), Ac-Di-Sol® (FMC) and Magnesium stearate (purchased from C. Barcia

S.A.) were used as received.

2.2 Influence of excipients on technological characteristics of P. niruri spray

dried extract (SDE)

A 22 factorial design was employed to evaluate the effect of the excipients on the

compression of the dry extract. The studied factors were the type of disintegrant and

the type of filler/binder according to table 1.

Table 1: factors and levels for the qualitative factorial design

Formulation
F1
FA
FB
FAB

Filler/Binder
Avicel
Avicel

Emcompress
Emcompress

The formulations were composed by P. niruri spray dried extract (70 %), disintegrant

(3 %), filler/binder (26 %) and magnesium stearate (1 %) as lubricant. The analyzed

responses were the tensile strength and the disintegration time of the tablets.

Tablet preparation

The P. niruri SDE, disintegrant and filler/binder were blended in a Turbula mixer

Disintegrant
Ac-Di-Sol
Primojel

Ac-Di-Sol
Primojel

(T2C — Willy A. Bachhofen), for 15 min at 60 rpm, after that magnesium stearate
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was added into the mixture and blended for additional 5 min. The tablets were

prepared by individual weighting of 300.0 mg from each formulations and

compression at 5000 N on an instrumented single punch tablet machine (J. Bonals

BMT) equipped with flat-faced 9 mm punches (MARTINEZ-PACHECO et al., 1985).

The press was set at 8 cicles/min.

2.3 influence of compression force and disintegrant concentration on the

technological characteristics of the tablets

This study was performed by a 2 x 3 factorial design where the effect of the

compression force (two levels) and the proportion of disintegrant (three levels) on

tablets tensile strength, friability and disintegration time were analyzed (table 2).

Table 2: factors and levels for the 2 x 3 Factorial Design

Formulation Compression force
(coded)

Ac-Di-Sol 	 Compression force
(coded) 	 (N)

Ac-Di-Sol
(%, why)

1 +1 +1 5000 6.0
2 +1 0 5000 3.0
3 +1 -1 5000 1.5
4 -1 +1 2250 6.0
5 -1 0 2250 3.0
6 -1 +1 2250 1.5

The formulations were composed by P. niruri SDE, Ac-Di-Sol as disintegrant,

magnesium stearate as lubricant and Avicel as filler/binder. The proportion of SDE

and lubricant were maintained constant at 70 % and 1 % respectively, the amounts

of disintegrant ranged according to table 2 and the filler/binder was used in sufficient

amount to obtain tablets with 300.0 mg. The tablets were produced in accordance to

item 2.2 (preparation of the tablets), changing the compression force (table 2).
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2.4 Tablets characterization

Compression properties

Mean yield pressure (Py) was estimated from force displacement curves following

Heckel's model (HUBERT-DROZ et al., 1982). Plasticity (PI) was calculated from

force time curves according to YLIRUUSI et al. (1997). Compression force was

measured at the upper punch. Each formulation was subjected to five force

displacement cycles with a maximum force of 5000 N. True density, required to

estimate Py, was determined by a helium pycnometer (Quantachrome MPY-2).

Tensile strength

The crushing strength of ten tablets was measured with a Erweka TB-2A apparatus.

The tensile strength was calculated from equation 1 (FELL and NEWTON, 1970;

SUMMERS et al., 1977)

2P
TS =- 	 equation I

,rDi

where TS is the tensile strength (MPa); P is the crushing strength of the tablet (N); D

is the tablet diameter (cm); and t is the tablet thickness (cm). The tablet diameter

and thickness were measured by a digital micrometer (Mytutoyo).

Scanning electron microscopy

The inner surface of the broken tablets from the crushing strength test was coated

with gold under vacuum and examined by scanning electron microscopy (Leica

S440)
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Disintegration time

Disintegration time was determined according to the USP 25 (2002) (DT-1 Turu

Grau). Water at 37 °C was used as test medium.

Friability

The friability of twenty tablets was examined with a Pharma Test PTF-E apparatus

following USP 25 specifications.

2.5 Experimental design and statistical analysis

The effects of the factors on tensile strength, friability and disintegration time of the

tablets were investigated by stepwise multiple regression analysis (COCHRAN and

COX, 1969) as performed by the Statistical Package for Social Sciences (SPSS -

version 11.0). The curves of response surface were obtained from adjusted

equations and the graphics were plotted by SigmaPlot® version 8.0.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The choice criteria of the excipients were the adequacy to direct compression as

described in the literature (HOEPFNE et al., 2002). Among the different excipients

employed in the pharmaceutical industry, Avicel and Emcompress were selected as

filler/binder due to their distinct compression behavior, while as superdisintegrants

Ac-Di-Sol and Primojel were chosen (WADE and WELLER,1994).

The compression parameters of the SDE and formulations are displayed in the table

3. The results suggest a main mechanism of plastic deformation (Py = 111.60 MPa)

to Phyllanthus niruri SDE what is in accordance with the compression behavior of
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Maytenus ilicifolia SDE, characterized by SOARES (2002), as a plastic material

showing a Py of 158 MPa.

The formulations Fl and FA had similar compression behavior to SDE, plastic

deformation, while formulations FB and FAB showed a predominant fragmentative

behavior with Py higher than 200 MPa. It is known that microcrystalline cellulose

(Avicel) undergoes a plastic deformation showing a mean yield pressure (Py) around

54 MPa and dicalcium phosphate dihydrate (Emcompress) is characterized as a

brittle material with Py about 250 MPa (LANDIN et al., 1994; DOELKER et al. 1995).

Considering the high concentration of SDE (70 %) into the formulations it could be

still expected that excipients will be able to change the compression comportment of

formulations, however addition of Avicel did not modify the original behavior of the

SDE. On the other hand Emcompress increased significantly the Py. SCHMIDT and

LEITRITZ (1997) studying the compressional behavior of binary mixture containing

microcrystalline cellulose and dicalcium phosphate dihydrate at different proportions

concluded that low amounts (< 10 %) of the last one were sufficient to modify the

characteristic of the final formulation.

Table 3: real density and compression proprieties of P. niruri spray dried extract

(SDE) and tablet formulations

Formulations
Real density

(g/cm3)
X ± s

Py (MPa)
X ± s

PI (%)
X + s

SDE. 1.72 ± 0.006 111.60 ± 3.527 64.47 ± 1.460
Fl (AcDiSol + Avicel) 1.63 ± 0.011 106.09 ± 3.553 61.95 ± 1.860
FA (Primojel + Avicel) 1.64 ± 0.009 117.21 ± 2.087 62.90 ± 2.830
FB (AcDiSol + Emcompress) 1.81 ± 0.010 225.59 ± 2.916 70.47 ± 0.760
FAB (Primojel + Emcompress) 1.82 ± 0.001 223.90 ± 2.916 71.17 ± 0.420
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All products show a plasticity (P1) within the range of 60 % to 70 %, significantly

correlated (p<0.05) to the real density of the products (r 2 = 0.9792). These results

suggest a considerable elastic recuperation of the dry extract and formulations

(YLIRUUSI et al., 1997). It was observed that formulations containing Avicel undergo

higher elastic recovery than Emcompress one. The fibrous structure of Avicel

protects the spherical particles of SDE, acting as a cushioning agent.

The microphotographies of the spray dried extract and the tablets are displayed on

figure 1. It can be verified that after compression some SDE particles maintained

their original spherical shape. Indeed part of the particles was deformed, what was

necessary to bond formation, others remain intact. The same phenomena take place

in the formulations containing the excipients. This fact agrees with the high elastic

recovery of the formulations and indicates a participation of SDE in the bound

formation during compactation.

The mechanical characteristics of the tablets are presented in table 4. All

formulations had adequate technological properties with friability values lower than

0.6 % and disintegration time under 11 minutes.

Table 4: mechanical characteristics of tablets

Formulation
TS (MPa)

X + s
DT (min)

X + s

Friability
(%)

F1 1.53 = 0.07 8.23 ± 0.12 0.13
FA 1.64 ± 0.10 10.35 ± 0.12 0.15
FB 0.81 ± 0.04 6.17 ± 0.04 0.52
FAB 0.86 ± 0.88 8.13 ± 0.11 0.54
TS = tensile strength; DT = disintegration time
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Figure 1: microphotographic of spray dry extract (SDE) and formulations
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The most important effect on tensile strength (table 5) was promoted by the

filler/binder. The change from Avicel to Emcompress decreased the tensile strength

of the tablets. This fact could be explained by their different deformation behavior

during compression. The brittle properties of Emcompress seems to form weaker

bonds between the particles of the formulation and consequently to reduce the tablet

hardness (SUMMERS et al., 1977). These results are in accordance with SCHMIDT

and LEITRITZ (1997) who observed that the presence of Emcompress in the

formulations tend to decrease the tensile strength cif the tablets. DE SOUZA et al.

(2000) observed that lactose, also a brittle material, reduced the tensile strength of

compacts from Maytenus ilicifolia SDE. Otherwise, microcristalline celulose is

referred as a typical plastic material and increase the hardness of tablets

(RAGNARSON, 1996).

Table 5: main effect (E) and interaction (I) of factors on tensile strength (TS) and

disintegration time (DT) of the tablets

Effects
Value

TS DT
EA (type of disintegrant)
EB (type of filler/binder)
1 AB

+0.08
-0.75*
-0.03

+2.04*
-2,14*
-0.08

*p < 0.05

Both factors affected significantly the disintegration time, but it was not observed any

interaction between them. Although from all formulations resulted tablets with

adequate disintegration time, the data indicated that Ac-Di-Sol was able to produce

tablets with faster disintegration.

The Avicel as filler/binder and the Ac-Di-Sol as disintegrant were selected to study

the influence of the compression force and proportion of disintegrant on compression
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and resulting tablets properties. The data for the formulation are presented in table

6. All the tablets showed adequate mechanical characteristics.

Table 6: characteristics of tablets from 2 X 3 factorial design

Formulation* TS (MPa)
X + s

DT (min)
X + s

Friability (%)

1 2.12 ± 0.07 6.77 ± 0.03 0.12
2 1.57 ± 0.03 8,23 ± 0.12 0.13
3 2.28 ± 0.09 10.86 ± 0.34 0.10
4 0.90 ± 0.07 4.67 ± 0.74 0.22
5 0.86 ± 0.06 5.47 ± 0.60 0.20
6 0.95 ± 0.06 7.89 ± 0.50 0.19
* for conditions see table 2

The ANOVA results suggested that compression force was the only factor which

influenced the tensile strength and friability of the tablets.

The adjusted equation for tensile strength (TS = -0.0183 + 0.000395 x [Force]) was

statistically acceptable to explain the phenomenon (p < 0.05) (r2 = 0.8631). In this

case it was observed that the tensile strength of the tablets assumes a linear

function of the compression force. The friability of the tablets showed similar

behavior, the adjusted equation was represented as a linear function of the

compression force. The friability equation (Friability = 0.290 - 0.0000315 x [Force])

was significant (p < 0.05) and the experimental variance could be explained for

92.26 % of the model (r2 = 0.9226).

The ANOVA results for disintegration time (DT) of the tablets indicated that both

factors influenced significantly this parameter (figure 2). From the adjusted equation

(DT = 8.26 - 2.69 x [AcDiSol] + 0.0012 x [Force] - 0.000075 x [AcDiSol] x [Force] +

0.29037 x [AcDiSol 2]) it is possible to conclude that the linear term of force and of

Ac-Di-Sol concentration as well as the quadratic term of Ac-Di-Sol proportion were
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important to explain the disintegration time behavior of the tablets. This model

showed to be statistically adequate (p < 0.013) and the experimental variance could

be explained for 99.99 % of the mathematical model (r 2 = 0.9999).

Ac-Di-Sol (%)

7

5-

Ac-Di-Sol (%) 4 -

3 -

2 -

1 	
2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500

Force (N)

Figure 2: surface response of tablets disintegration time
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Figure 2 shows that the compression force exhibited a linear influence on the

disintegration time, when the higher the compression force the slower the

disintegration time. However, the proportions of Ac-Di-Sol had no linear influence on

this parameter. The data showed a tendency to an optimal concentration of Ac-Di-

Sol, around 5 %.

4.CONCLUSIONS

This study demonstrated that the compression behavior of Phyllanthus niruri spray

dried extract was significantly influenced by the type of excipients used, although all

formulations showed adequate technological characteristics. The formulations

containing Emcompress produced tablets with lower strength than those produced

with Avicel at the same compression force, and this can be explained by the

fragmentation behavior of Emcompress. The compression force and proportion of

disintegrant were other important parameters to the mechanical characteristics of the

tablets. The tensile strength and the friability of the tablets were directly influenced

by the compression force while the disintegration time was dependent either from

compression force or from the proportion of disintegrant.
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the feasibility of the use of Eudragit E as

excipient to obtain granulates and tablets containing a high dose of a spray dried

extract from Phyllanthus niruri. The granulates were developed with 2.5 %, 5 % and

10 % of Eudragit E by wet granulation and the tablets were produced on a single

punch tablet press. The technological properties of the granulates, such as flowability

and compressibility, were analyzed. The influence of Eudragit E and compression

force on tensile strength, friability and extract release of the tablets were investigated

through a 2 x 3 factorial design. The technological characteristics of granulates and

tablets were directly dependent of the proportion of Eudragit E in the formulation. The

granulates and tablets have exhibited higher resistance to moisture than the original

spray dried extract, although the tablets showed a slower release of the extract.

KEYWORDS

Phyllanthus niruri, spray dried extract, wet granulation, Eudragit E100,

Phytopharmaceuticals.
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1. INTRODUCTION

Phyllanthus niruri L. is a medicinal plant widely distributed and used in folk

medicine to treat kidney stones and viral hepatitis. Pharmacological experiments

confirm its therapeutic efficacy and safety (Calixto et al., 1998). Spray dried extracts

from medicinal plants are often used as active component in solid dosage forms

because of their better stability (Broadhead et al., 1992). However, these products

generally present deficient rheological properties, inadequate compressibility and

high sensibility to atmospheric moisture, making their direct compression difficult

(Renoux et al., 1996; Palma et al., 2002).

The flow behavior of pharmaceutical powders determines important properties

of solid dosage forms. Spray dried extracts often have a small particle size and

consequently poor flow, which may result in variation in weight and poor content

uniformity of tablets. Particle size can be enlarged by granulation in order to increase

the flow rate. This process is indicated to improve the rheological and

pharmacotechnical characteristics of these products (De Souza et al., 2000; Soares,

2002).

Eudragit E is a methacrylic ester copolymer broadly used in a variety of

pharmaceutical applications as a binder, a film coating to mask taste and odor and to

protect the drug from external influences such as light, air and moisture (Petereit and

Weibsbrod, 1999). Therefore the use of Eudragit E as granulation excipient for a

spray dried extract can be an alternative approach in order to improve compressional

properties as well the resistance against moisture of the resulting product (Diaz et al.,

1996).

The purpose of this study was to investigate the feasibility of granulation and

tableting of a spray dried extract from Phyllanthus niruri using Eudragit E as
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excipient, and to verify their mechanical properties, and stability when stored at

relative humidity of 33 % and 69 %.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Materials

The spray dried extract of Phyllanthus niruri was produced according to a

previous described methodology (Soares, 1997). Eudragit E 100® (Rohm) and

magnesium stearate (C. Barcia) were used as received.

2.2. Wet granulation

Three granulates were prepared, containing 2,5 %, 5 % and 10 % of Eudragit

E. The spray dried extract was kneaded with Eudragit E solution (acetone 12.5 w/v)

and the mass forced through a 1 mm screen. The granulates were dried in a

circulating air oven at 25 °C for 2 hours, and then sifted through the screen again.

2.3. Bulk and tapped densities and Carr's index (IC)

The densities were determined with a Hosokawa Powder Tester PT-E

apparatus (20 minutes at 50 tap/min), The IC was calculated from the values of

tapped and bulk densities (Carr, 1965).

2.4. True density

True density was measured with a Quantachrome MPY-2 helium pycnometer.

2.5. Granule size distribution

The granule size was evaluated by sieve analysis using 6 sieves (850, 710,

600, 500, 355 and 250 irn). The sieves were tumbled with an automatic sieve shaker

(Orto Alresa HZ50) for 15 min. The mean granule diameter (0) and standard

granulometric deviation (eg) were determined by the arithmetic method (Lantz Jr,

1989).
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2.6. Granule morphology

The granule morphology was examined by scanning electron microscopy

(Leica S440).

2.7. Moisture sorption

Samples (approximately 500 mg) of the spray dried extract and of each

granulate formulation were stored for 15 days at 25 °C, at relative humidity of 33 % or

69 %. Moisture was maintained with the aid of saturated solution of MgCl2.6H20 and

KI, respectively (Nyqvist, 1983). The samples were weighted at the first 24 and 48

hours and then after each 72 hours over 15 days.

2.8. Preparation of tablets

Six tablet formulations were studied (table 1). In all cases, the granulates were

mixed with 0.5 % magnesium stearate (Turbula T2C, 60 rpm, 5 min). Tablets were

prepared in a J. Bonals BMT eccentric press equipped with flat-faced 9 mm punches

and a data handling system (Martinez-Pacheco et al., 1985). The press was set to

produce eight tablets per min, and loading depth was adjusted to obtain tablets with a

spray dried extract content of 250 mg.

Table 1: Description of the studied formulations and corn

Formulation

E2.5(1250)
E2.5(2500)
E5(1250)
E5(2500)
El 0(1250)
El 0(2500)

oression conditions 
Eudragit E Compression force

(N) 
2,5 	 1250
2,5 	 2500
5,0 	 1250
5,0 	 2500
10,0 	 1250
10,0 	 2500

(% )
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2.9. Tensile strength

Hardness of six tablets was measured with an Erweka TB-2A apparatus. The

tensile strength for each tablet formulation was calculated using equation 1 (Fell and

Newton, 1970; Summers et al., 1977).

TS = 
2P

(Eq. 1)
itDt

where TS is the tensile strength (N-cm 2), P is the hardness of the tablet (N), D is the

tablet diameter (cm), and t is the tablet thickness (cm). The tablet diameter and

thickness were measured with a digital micrometer (Mytutoyo).

2.10. Tablet porosity

The tablet total porosity was calculated from the granulate true density and

tablet volume (Martin et al., 1993).

2.11. Friability

The friability was determined with a Pharma Test PTF-E apparatus following

the USP 25 specifications (US Pharmacopeia, 2002),

2.12. Dissolution

The release of spray dried extract from the tablets was determined in a Turu-

Grau apparatus in accordance with the USP 25 specifications (method II, stirring at

100 rpm). The dissolution medium was enzyme-free artificial gastric fluid (US

Pharmacopeia, 2002). The analysis of the spray dried extract content was realized by

direct spectrophotometry at 275 nm (Couto, 2000). The release was characterized as

the percentage of spray dried extract dissolved after 60 min (DE0) (Khan, 1975).

2.13. Stability

This assay evaluated the moisture sorption and mechanic properties of tablets

stored for 15 days at 25 °C and relative humidity of 33 % and 69 %. The assay was
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realized only for the formulation that showed better technological characteristics.

Tablets containing 99.5 % of spray dried extract and 0.5 % magnesium stearate were

submitted to this assay for comparative purpose. The tensile strength and the

friability of the tablets were evaluated. The dissolution profile was verified measuring

the dissolution efficiency (Khan, 1975).

2.14. Experimental design and statistical analysis

The study was planned using a 2 x 3 factorial design with two factors

(compression force and proportion of Eudragit E). The effect of the compression

force was analyzed at two levels and the proportion of Eudragit E at three levels

(table 1). The effects of these factors on tensile strength, friability and release of

spray dried extract (Deo) were investigated by stepwise multiple regression analysis

(Cochran and Cox, 1969), performed by the Statistical Package for Social Sciences

(SPSS for Windows, version 11.0). The response surface curves were obtained from

adjusted equations and the graphs were plotted using SigmaPlot® version 8.0.

3. RESULTS AND DISCUSSION

Table 2 shows the mechanical properties data of the granulates. The results

indicate good compressibility for all granulates (Wells, 1988). However, the

developed granulates did show different technologic behavior when submitted to

statistical analysis. The increment of Eudragit E in the formulations seems to improve

their flow properties and consequently their compressibility. The increase of the

excipient amount in the formulation, from 2.5 to 10 %, resulted in an enhancement of

the granule diameter, which may explain the irrprovement of granule mechanical

properties (Planinsek et al., 2000).
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Table 2: Measured characteristics of granulates

Characteristic GRED2.5%
X ± s

GRED5.0%
X ± s

GRED1O%
X ± s

do (g/ml) 0.367c ± 0.010 0.4356 ± 0.020 0.493a ± 0.010
d20 (g/m1) 0.5291' ± 0.010 0.549b + 0.010 0.591a+ 0.010
dtrue (g/cm 3) 1.542a ± 0.010 1.571a ± 0.015 1.565a ± 0.009
IC 30.6508 ± 0.850 20.7901' ± 1.170 16.570c ± 0.550
co (um) ± cs.0 679 ± 314 680 ± 336 806 ± 249
do = bulk density, d2o = tapped density, duo. = true density, IC = Carr's index. 0 = mean size diameter,
c standard granulometric deviation, Mean values in a line followed by the same letter did not differ
significantly (Tukey test; a = 0.01)

The electronic microphotography (figure 1) indicates that wet granulation do

not change the shape of the original spray dried extract particles. Inside the

granulates it was possible to observe the preservation of the spherical particles of the

spray dried product.

Figure 1: electronic microphotography of spray dried extract (A) and granulates

containing 2.5% (B), 5 % (C) and 10% (D) of Eudragit E
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Figure 2: weight increase of the spray dried extract of Phyllanthus niruri (dry extract),

granulates containing 2.5 %, 5 % and 10 % (GRED) of Eudragit E and tablets

containing granulate with 10 % of Eudragit E (CGRED10) when stored at 25 °C and

at relative humidity of 69 %

The spray dried extract did exhibit a high sensibility to moisture exposure.

When stored at 25 °C at a relative humidity (RH) of 69 % it showed a weight increase

of almost 10 %, became brownish and started to agglomerate (figure 2). The

granulates stored at RH of 69 % showed significant (a = 0.05) lower weight increase

than the spray dried extract, and the inclusion of Eudragit E produced less moisture

sensible granulates dependending on its proportion. On the other hand, it was

observed that the tablets moisture sorption in the first 24 exposition hours was almost

2 % smaller than for the respective granulates. However, after six days the moisture
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sorption profiles were similar. Both, spray dried extract granulates and tablets, did not

change neither in weight nor in composition when stored at RH of 33 %.

The mechanical characteristics of the tablets are recorded in table 3. The total

porosity seems to show some correlation with tensile strength, friability and D6D, with

correlation coefficients (r2) of 0.8071, 0.9084, and 0.7395, respectively. In spite of the

low values of correlation, the statistical analysis indicated significant correlation (a =

0.1) between these parameters. Generally, tablets with high porosity tend to have a

slow tensile strength, high friability and consequently easier release of its content

because the porous bed allows a major caption of water and consequently faster

dissolution of the solutes (Caramella et al., 1990).

Table 3: Technological characteristics of the tablets

Tablet TS (MPa)
X + s

Friability
(%)

Total porosity
(%)

Deo (%)
X + s

E2.5(2500) 1.19 ± 0.110 0.12 23.30 42.74 ± 1.21
E2.5(1250) 0.66 ± 0.068 0.43 26.93 41.67 ± 1.22
E5(2500) 1.26 ± 0.067 0.26 24.37 39.23 ± 0.54
E5(1250) 0.59 ± 0.065 0.61 30.87 41.40 ± 1.32
El 0(2500) 1.17 ± 0.038 0.18 27.87 39.35 ± 2.34
E10(1250) 0.55 ± 0.038 0.82 34.00 78.75 ± 3.09
TS = tensile strength; D63 = dissolution of the extract after 60 min.

As can be observed in figure 3, the tablets released the spray dried extract

slowly. Both compression force and Eudragit E proportion significantly (p < 0.05)

affected the release of the extract (figure 4). The adjusted equation was (equation 2):

Deo = 22.248 + 1.603 . 10-2 • F + 2.949 • E - 4.568 • 103 • F - E + 0.629 • E 2 (Eq. 2)

where Deo= extract dissolution (mg)%/min), F= compression force (N) and E =

Eudragit E proportion (%). In accordance to the multiple correlation coefficients

approximately 95.3% of the method variance could be explained by the proposed

mathematical model (r2 = 0.9530). Although the two factors affected the release of
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the extract, the Eudragit E proportion was the most important source on the observed

results (figure 4). The formulation showing the higher extract release was originated

from granulates made with 10 % of Eudragit E and compressed at 1250 N. This

formulation exhibited the highest porosity (Diaz et al., 1996; Caramella et al., 1990).

120 	
1250 N

0
0 60 120 180 240 300 360 420

	
0 	 60 120 180 240 300 360 420

time (rrinutes)
	 tine (minutes)

Figure 3: dissolution profile of the tablets in accordance the compression force

Figure 4: response surface plot of percentage of release of spray dried extract in 60

minutes (Deo )

The tensile strength behavior (TS; N-cm -2) can be described by the equation 3:
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TS = 3.026 • 10 -2 + 4.852 • 10 -4 - F — 7.748 • 10'4 E 2 (Eq. 3)

where 94.9 % of the experimental variance could be explained by this model (r 2 =

0.9490). The statistical analysis indicated that both variants significantly (p < 0.05)

affected the tensile strength. However, through the response surface analysis it could

be verified that the compression force is the most important factor on this

characteristic (figure 5).

Figure 5: response surface plot of tensile strength of the tablets

The tablets presented different friability (Fr; %). The statistical analysis

indicated only the compression force as a significant factor (p < 0.05). The adjusted

model could be described by (equation 4):

Fr = 1.053 — 3.467 104 • F (Eq. 4)

where the experimental variance could be explained for only 77 % by the model. The

weak correlation coefficient (r2 = 0.7660) may be explained by the intrinsic high

variability of the friability assay. The response surface plot for friability (figure 6)

confirms that compression force was the determinant factor. The friability of the



198 DE SOUZA et al. Eudragit E as excipient....

tablets decreased with the increase of the compression force. Furthermore, a

statistically (p < 0.05) negative correlation was observed between tablet friability and

tensile strength (r2= 0.9021).
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Figure 6: response surface of friability of the tablets

The tablet submitted to the moisture stability test was originated from

granulates containing 89.5 % of spray-dried extract, 10 % of Eudragit E and 0.5 % of

magnesium stearate (table 1) and was compressed at 1250 N. This formulation

showed the best technological characteristics and the fastest extract release.

To verify the ability of Eudragit to protect the spray dried extract against

moisture, and also to preserve the mechanical properties of tablets, a direct

compressed formulation was produced without Eudragit E. Both tablet formulations

were comparatively evaluated.

The results of the mechanical characteristics of the tablets were represented

in table 4.
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Table 4: Properties of the tablets before and after the exposure to different relative
humidity (mean value ± standard deviation)   

Relative humidity (%) 
before 	 33 

Tensile strength (MPa 
Formulation 69       

Cdryextract
CGED10

1.098 ± 0.05
0.778 ± 0.02

1.29b ± 0.11
0.848 ± 0.05

0.65° ± 0.06
0.54b ± 0.05

Friability (%)
Cdryextract
CGED10

0.19
0.82

023
0.84 1

0.37
0.99

Dissolution efficiency (%)
Cdryextract
CGED10

65.808 ± 1.10
61.748 ± 2.01

68.28a ± 2.30
63.32a ± 1.63

45.52b ± 3.85
61.268 ± 3.95

Cdryextract — tablets containing spray-dried extract without Eudragit E, CGED10 — tablets originated
from granulate of spray-dried extract and 10 % of Eudragit E. Mean values in the same row followed
by the same letter did not differ statistically (Tukey test; a = 0.01)

Both tablets, when stored at 25 °C and RH of 33 %, did not change

significantly their characteristics, except that the tablet without Eudragit showed an

increase in tensile strength, which did not affect the dissolution efficiency. On the

other hand, storage of both tablets at RH of 69 % at the same temperature resulted

in significant decrease of tensile strength. However, only tablets without Eudragit

showed alterations on dissolution efficiency (figure 7). These results suggest that

Eudragit E have protected the tablet content from the atmospheric variability.
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Figure 7: release profile of tablets containing only spray dried extract (A) tablets

containing spray dried extract plus Eudragit E (B) before and after stored at 25 °C

and relative humidity (RH) of 33 % or 69 %

4. CONCLUSIONS

The granulate obtained with Eudragit E as binder and protective barrier

showed suitable tableting properties, demonstrated by the improvement of flowability

and lower moisture sorption behavior in comparison to the original spray dried

extract. The tablets showed adequate mechanical properties, which were not

affected by atmospheric humidity. However, the release of the extract from the

tablets was affected being dependent of Eudragit E proportion in the granulates and

compression force. Finally, this study showed the feasibility of the use of the Eudragit

E in order to obtain solid dosage forms containing a high load of a spray dried extract

from a medicinal plant. Additional studies are needed to further optimize the

formulations and to improve the release of the extract from the tablets.
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RESUMO: Comprimidos contendo alto tear de produto seco por aspersâo (PSA) de

P. niruri (71,43 %) na forma de granulado foram desenvolvidos utilizando estearato

de magnesia, croscarmelose sadica e celulose microcristalina coma adjuvantes

presentes na fase externs. A otimizaceo da formulagâo foi feita de modo a

determinar a proporcâo de estearato de magnesia e croscarmelose sodica , bem

como a force de compressâo mais apropriada para a obtencâo de comprimidos corn

adequadas caracteristicas tecnolOgicas. 0 primeiro estudo avaliou a influencia das

proporcOes de estearato de magnesia e da croscarmelose sac:lice sobre a resistencia

mecenica, a friabilidade e o tempo de desintegracâo dos comprimidos e foi realizado

atraves de urn desenho composto central. 0 segundo verificou a influencia da force

de compressáo e da proporcäo de croscarmelose se:lice nas caracteristicas

mecánicas dos comprimidos, sendo executado atraves de urn modelo fatorial 3 2 ,

onde trés forces de compressáo e tres proporgOes do desintegrante foram avaliadas.

Os experimentos foram analisados atraves de anelise de regressao polinomiais. No

primeiro estudo, os resultados demostraram que a resistencia dos comprimidos

sofreu uma influéncia significative da proporcäo de estearato de magnesia presente

na formulacâo, enquanto que o tempo de desintegraaão foi infiuenciado apenas pela

proporcáo de croscarmelose sadica. No estudo sabre a forca de compressào e

concentragão de croscarmelose sadic.a, verificou-se que a resistencia mecenica dos

comprimidos sofreu influencia significative da force de compress5o, sendo a

friabilidade dependente do mesmo fator, enquanto que o tempo de desintegraaäo
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sofreu influencia significative tanto da force de compressâo como proporpeo de

croscarmelose sOdica.

PALAVRAS CHAVES: produto seco por aspersao, Phyllanthus niruri, granulados.

planejamento fatorial, compressao

1. INTRODUCAO

A grande dificuldade de desenvolvimento de comprimidos contendo alto teor de

produto seco por asperse°, obtidos a partir de extratos vegetais, este no fato de

este produto, em geral, nao apresentar caracteristicas tecnolOgicas adequadas para

a compressao (RENOUX e col., 1996; DE SOUZA e col., 2001, PALMA e col. 2002).

Produtos secos de origem vegetal, geralmente, consistem de pen muito finos corn

elevada tendéncia a sorgeo de umidade e corn dificuldades de fluidez e compressao

(CASADEIBAG, 1987; PETROVICK e col., 1995; LINDEN e col., 2000). No entanto,

a necessidade de elaborageo de comprimidos com alto teor desse produto deve-se

ao fato de que, geralmente, as substancias ativas estao presentes em pequenas

quantidades nos mesmos, exigindo assim uma alta dosagem a fim de garantir o

efeito terapeutico (RENOUX e col., 1996).

A espêcie vegetal Phillanthus niruri, popularmente conhecida como quebra-pedra,

amplamente utilizada pela medicina tradicional, apresenta estudos farmacolOgicos

que comprovam seu efeito terapeutico contra Riese renal (CALIXTO e col., 1998). A

partir do extrato aquoso dessa especie foi desenvolvido urn produto seco por

aspersão corn a finalidade de obtencao de uma forma farmaceutica sOlida

(SOARES, 1997). Alêm das dificuldades, inerentes ao prOprio produto, para

elaborageo de uma forma farmacéutica solids , faz-se necessario a escolha

adequada qualitative e quantitative dos adjuvantes da formulagao, bem como das

condigOes de compressao (COUTO, 2000; LINDEN e col., 2000, SOARES e col.,

2003).

Sendo assim, o objetivo deste trabaiho foi desenvolver comprimidos contendo alto

teor de produto seco por asperse() de Phyllanthus niruri, aplicando desenhos

fatoriais e modelos de superficie de respostas, bem como identificar os fatores que

apresentam major influéncia nas caracteristicas tecnolOgicas dos produtos obtidos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materias-primas

O Produto seco por aspersào de Phyllanthus niruri (PSA) foi obtido seguindo

metodologia descrita por SOARES (1997) utilizando aparelho de secagem por

aspersâo Niro Atomizer Production Minor. Os adjuvantes celulose microcristalina

(Avicel® PH 101 — FMC), croscarmelose södica (Ac-Di-Sol® - FMC), estearato de

magnêsio (fornecido por C. Barcia S.A.) foram usados como recebidos.

2.2 Granulacâo

O complexo farmacbutico (CF) foi obtido pela mistura de PSA do Phyllanthus niruri

(98 %) corn estearato de magnêsio (1%) e diOxido de silicio coloidal (W) durante 5

minutos, em misturador tipo V acoplado a motor multiuso (Erweka AR 400). Cada

briquete foi obtido atravês da compressáo direta de 800 mg de CF em màquina de

comprimir alternativa (Korsch EK-0) equipada corn alimentador e dotada de pungOes

simples, circulares, facetados corn 15 cm de diárnetro. A granulagâo dos compactos

foi realizada em granulador a seco dotado de robs sulcados (Erweka tipo TGIIS),

seguido de cominuicâo em granulador oscilabrio (Erweka tipo FG). A calibragao foi

realizada visando obter granulados corn distribuicâo granulomêtrica abaixo de 1.0

mm e acima de 0.25 mm.

2.3 Obtengäo dos comprimidos

Selegäo da proporgão de estearato de magnesio e croscarmelose sOdica presentes

na fase externa da formulacad

O estudo de otimizagäo da proporcâo de estearato de magnêsio (EST) e

croscarmelose sOdica (CCS) nos comprimidos foi realizado atravès de urn desenho

composto central (tabela 1) onde as variàveis dependentes analisadas foram

resistència corrigida (REC), friabilidade e tempo de desintegracâo.
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Tabela 1: matriz do desenho composto central

Experimento EST
(codificado)

CCS
(codificado)

EST
(% m/m)

CCS
(% m/m)

1 -1 -1 0.5 2.5
2 +1 -1 1.9 2.5
3 -1 +1 0.5 7.5
4 +1 +1 1.9 7.5
5 0 0 1.2 5
6 0 0 1.2 5
7 0 0 1.2 5
8 +1.414 0 .2.19 5
9 -1.414 0 0.21 5
10 0 +1.414 1.2 8.54
11 0 -1.414 1.2 1.46

Para garantir uma mistura homogènea da formulagâo foi selecionada a faixa

granulomètrica entre 0.750 e 0.250 mm do granulado de PSA. Uma proporgao de

granuos de PSA fixada em 71.43 % foi misturada corn estearato de magnesio (EST)

e croscarmelose sedica (CCS), nas proporgOes ponderais descritas na tabela 1, e

celulose microcristalina em quantidade suficiente para completar 100 %. A mistura

dos granules de PSA corn croscarmelose sedica e celulose microcristalina foi

realizada em urn misturador Turbula Mixer (T2C-Willy A. Bachhofen) por 20 minutos,

seguida da adigao do estearato de magnesio corn mais 5 minutos de mistura. Os

comprimidos foram produzidos atraves da pesagem individual de 300,0 mg de cada

formulagao e compressao em maquina de comprimir excéntrica J. Bonals

instrumentalizada (MARTINEZ — PACHECO e col., 1985), dotada de pungOes planes

de 9 mm de diâmetro, corn acionamento automatic°. A velocidade de compressao

foi fixada em ciclos de 8 comprimidos por minuto e forga de compressão em 8000 N.

influéncia da forga de compressäo e proporgao de croscarmelose sOdica nas

caracteristicas mecánicas dos comprimidos.

Este estudo foi realizado seguindo urn modelo fatorial 3 2 tendo forga de compressao

e proporgao de croscarmelose sadica (CCS) como variaveis independentes (tabela

2) e resisténcia corrigida, friabilidade e tempo de desintegragao dos comprimidos

como variaveis dependentes. Os comprimidos foram obtidos do mesmo modo

descrito acima, sendo clue a proporgao de granules de PSA foi fixada em 71.43 %,

de estearato de magnesio em 0.5 % e celulose microcristalina foi utilizada como
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material de carga/aglutinante em quantidade suficiente para completar 100 % da

formulacao.

Tabela 2: matriz de desenho fatorial 32        

experimento

1
2
3
4
5
6
7
8
9 

Forca
(codificada)

GCS
(codificada) 

For:9a
(N) 	 (

4000
4000
4000
6000
6000
6000
8000
8000
8000

CCS
%, m/m

2.5
5.0
7.5
2.5
5.0
7.5
2.5
5.0
7.5  

-1
-1
-1
0
0
0

+1
+1
+1          

2.4 Caracterizagão dos comprimidos

Resisté ncia corngida (RE C)

A resistancia ao esmagamento radial foi determinada em seis comprimidos

utilizando o equipamento Erweka TB-2A. A partir desses dados e dimensäes dos

comprimidos, calculou-se a REC (FELL e NEWTON, 1970; SUMMERS e col., 1977).

Friabilidade

A friabilidade foi determinada, em urn equipamento Pharma Test PTF-E, conforme a

USP 25.

Tempo de desintegragão

0 tempo de desintegracao foi realizado em equipamento Turu Grau DT-1, de

acordo corn USP 25, utilizando agua a 37 °C como meio de desintegragao.

2.5 Estudo do comportamento frente a exposicao em ambiente corn temperatura e

umidade relativa controladas

Avaliou-se a sorgäo de agua e as propriedades mecanicas de comprimidos ap6s

armazenados, por 15 dias, em ambiente corn temperatura de 25 °C e umidade

relativa controlada de 69 %. 0 ambiente corn umidade relativa controlada foi obtido

atraves de solugäo saturada corn residuo de lodeto de potassio (Kl)
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(NYOVIST,1983). Este ensaio foi realizado corn a formulacao otimizada a partir dos

modelos maternaticos obtidos nos estudos fatoriais. Em termos de comparacao,

tambem, foram submetidas ao ensaio amostras de, aproximadamente, 500 mg do

produto seco por aspersào e do granulado seco.

Os comprimidos foram analisados corn relacâo a resistencia corrigida (REC),

friabilidade, tempo de desintegracâo e perfil de cedencia. A liberacâo do PSA foi

determinada em equipamento Turu-Grau de acordo corn especificagOes da USP 25

(metodo 2, velocidade de agitacao de 100 rpm). 0 meio de dissolugeo foi o suco

gastric° artificial sem enzimas (USP 25). A determinaceo da concentracao de PSA

foi realizada por medical° direta em espectrofotOrnetro em 275 nm, utilizando como

branco suco gastrico artificial (COUTO, 2000).

2.6 Analise estatistica

Os resultados foram analisados atraves de analise de regressao mUltipla

(COCHRAN e COX, 1978), curvas de superficie de respostas e graficos de

contornos construfdos a partir das equagOes ajustadas pela regressao. A analise

estatistica foi realizada corn auxitio do programa estatistico Statistical Package for

Social Sciences (SPSS) for Windows versa° 11.0 e os graficos de superficie de

respostas e contornos foram elaborados no programa SigmaPlotO versa() 8.0. A

analise de validacäo dos modelos foi realizada de acordo corn os criterios descritos

por WEHRLE e colaboradores (1995) (tabela 3).

Tabela 3: criterios para validacâo dos modelos maternaticos (Wehrle e col., 1995)

ANOVA r2 Falta de a uste valida :o
p < 0.1 r2> 0.9 - sim
p < 0.1 0.7 < r2 < 0.9 p > 0.01 sim
p < 0.1 0.7 < 1-2 < 0.9 p < 0.01 não
p < 0.1 r2< 0.7 - nâo
p > 0.1 - - nao

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das caracteristicas mecanicas dos comprimidos estão descritos na

tabela 4. Verifica-se que, de urn modo geral, os comprimidos apresentaram—se

pouco friaveis e corn rapida desintegragao, mostrando friabilidade abaixo de 0.27 ( 1/0

e tempo de desintegracao abaixo de 13.72 min.
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Tabela 4: caracteristicas dos comprimidos obtidos atraves do desenho composto

central

Experimento 	 TD (min)
X ± s 

1	 10.72 ± 0.57
2 	 9.93 ± 0.79
3 	 717 ± 0.57
4 	 7.50 ± 0.55
5 	 8.65 ± 0.38
6 	 8.77 ± 0.36
7 	 8.43 ± 0.46
8 	 10.50 ± 0.555
9 	 8.40 ± 0.33
10 	 7.88 ± 0.28
11 	 13.72 ± 0.45
REC - resisténcia corrigida, TD = tempo de desintegracâo

A intencão da primeira parte deste estudo foi a de encontrar as concentragOes

Otimas de estearato de magnesio e croscarmelose sOdica para elaboragao de

comprimidos contendo alta dose de PSA de Phyllanthus niruri. As repostas

estudadas foram ajustadas atraves de urn modelo matemàfico polinomial de

segunda ordem, de acordo corn a equacâo 1:

Y = p, + f3, EST + - CCS + ,612 . EST CCS + fl„ • EST 2 + )322 - CCS 2 (1)

onde y = resposta estudada, 13o.... 1322 = coeficientes, EST = proporcào de estearato

de magnêsio, CCS = proporgäo de croscarmelose sOdica

Os dados da resposta REC ajustados atraves do modelo quadra"tico (REC = 2.91 -

0.62 EST + 0.03 CCS + 0.01 EST x CCS + 0.06 EST2 - 0.006 CCS2) revelou um

coeficiente de correlacao multipla significativo (p = 0.0035), onde cerca de 94 % da

variáncia experimental pode ser explicada pelo modelo proposto (r2 = 0.9460). 0

teste de falta de ajuste, para este modelo, apresentou resultado não significativo (p =
0.06) validando a equacäo proposta. Sendo assim, justifica-se que a variacao

observada entre os valores experimentais e os valores estimados atraves do modelo

quadrâtico foi decorrente de erros aleatórios. No entanto, de acordo corn o teste t de

Student apenas o coeficiente linear da proporcâo de estearato de magnesio (EST)

apresentou significancia estatistica (p=0.02) para a REC.

REC (MPa)
X + s

Friabilidade
(%)

2.70 ± 0.16
2.15 ± 0.05
2.52 ± 0.19
2.08 ± 0.12
2.23 ± 0.11
2.34 ± 0.14
2.31 ± 0.12
1.88 ± 0.12
2.76 ± 0.13
2.14 ± 0.11
2.22 ±0.11

0.07
0.17
0.13
0.23
0.20
0.20
0.20
0.27
0.13
0.23
0.17



214

Isso significa que a resisténcia dos compridos foi influenciada apenas pela

proporcao de estearato de magnesia presente formulagão (figura 1), sendo

observada uma influencia negative do mesmo, uma vez que o aumento da

proporcao de estearato de magnesia causou uma reducâo da REC dos

comprimidos.

22
	

zi

22

22 	 20

2 	 7
•
2

estectolar24

Figura 1: grefico de contornos para a resister-Ida corrigido (REC) dos comprimidos.

Conforme observado por SHESKEY e colaboradores (1995), em estudos sobre a

influência do nivel de estearato de magnesia sobre as carateristicas de comprimidos

contendo hipromelose, a diminuicâo da resistencia dos comprimidos pode ser

explicada pela formacâo do filme de estearato de magnesia na superficie das

particulas que compOe a formulacao, o que produz uma ligagâo mais fraca entre as

mesmas culminando corn a formacâo de compactos menos resistentes (WILLIAMS e

McGINITY, 1989).

Corn relacäo a friabilidade dos comprimidos, o modelo quadratic° (FRB = -0.023 +

0.132 EST + 0.030 CCS + 5.97x10 -7 ESTxCCS — 0.025 EST 2 — 0.002 CCS2), apesar

de exibir baixo coeficiente de correlacéo (12 = 0.8312), foi significativo corn valor de p

= 0.052 e, nâo apresentando falta de ajuste (p = 0.055), foi validado. No entanto,

segundo o teste t de Student nenhum dos coeficientes apresentou valor

estatisticamente significativo, todos mostram p > 0.1. Esse resultado indica que,

embora a equagâo sirva para demonstrar a friabilidade dos comprimidos, nenhum

dos fatores estudados apresentou influência significative sobre a friabilidade dos
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mesmos, o que pode ser inerente age force de compressào (8000 N) empregada

no process°, Cu seja, de mod° geral a friabilidade dos comprimidos foi tão baixa

(tabeta 4) que nao foi possivel verificar influencia dos fatores analisados. Urn

model° quadratic° validado, corn coeficientes sem significancia estatistica. também

foi observed° por WEHRLE e colaboradores (1995) onde os autores, buscando urn

model° estatistico pare explicar o tamanho medio particular de nanoparticulas

preparaclas corn acid° polilectico e acetone, encontraram uma equacao pare

repreaen1acãodnfanbmenosemsignd5cancioestatiuticusdoafatoneoastudadom.

0 tempo de desintegracao dos comprimidos foi melhor descrito polo modelo

quadratic°, TD = 16.52 — 1.38 EST — 2.30 CGS + 0.07 EST x GCS + 0.49 EST2 +

0.15 CCS2. A analise estatistica dos resultados demonstrou urn coeficiente de

correlagao (r2 = 0.8673) significativo (p = 0.055), onde cerca de 87 % da veranda

experimental pode ser descrita pets equacao proposta, Apesar do model°

apresentar falta de ajuste (p < 0.01), o que impossibilita a validacao de acordo corn

os parametros preconizados na literature (WHERLE e col., 1995), e demonstrar que,

neste caso, o ensaio de tempo desintegragao apresenta uma variacao intrinseca

importante, a analise dos residuos obtidos corn o model°, permitiu conciuir que a

equacao descreveu satisfatoriamente os dados experimentais (MONTGOMERY,

1992).     

' 

Figura 2: superficie de reposta e grefico de contomo para o tempo de clesintegracao

(TD) dos comprimidos
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0 grefico de superficie de resposta (figura 2) demonstra que a proporgáo de

croscarmelose sadica foi o fator mais influente no tempo de desintegragao, de modo

que o aumento da proporgâo de croscarmelose causa uma diminuigâo da resposta

estudada. A variagao da proporgâo de estearato de magnesio, praticamente, nao

aitera o tempo de desintegragâo dos comprimidos. Esses resultados foram

ratificados pelo teste t de Student, o qual confirma que somente o coeficiente linear e

quadretico da CCS apresentou significencia estatistica corn p = 0.037 e p = 0.039,

respectivamente. A curvature no grefico reflete a presenga significative do termo

quadretico da equageo.

0 estudo da influe- ncia da forge de compressao sobre as caracteristicas mecenicas

dos comprimidos foi realizado corn a finalidade de escolher a melhor forge de

compresseo para a produgâo dos comprimidos. Alem da forge de compressao, a

proporgâo de croscarmelose sadica (CCS) foi eleita como varievel independente a

participar do estudo devido ao seu grau de importencia para o tempo de

desintegragâo dos comprimidos. Os niveis de CCS variaram de 2.5 a 7.5 %, uma

vez que a grefico de contorno obtido a park do DCC (figura 2), sugere que

concentragOes acima de 6 % possam causar uma diminuigäo, embora discreta, no

tempo de desintegrageo dos comprimidos. As propriedades mecbnicas dos

comprimidos obtidos no experimento 3 2 este() descritas na tabela 5.

Tabela 5: caracteristicas dos comprimidos obtidas seguindo desenho fatorial 3 2

Experiment°
(CCS + F)

REC
(MPa)
X s

FRB
(%)

X + s

TD
(min)
X 	 s

1 (2.5 + 4000) 0.85 ± 0.04 0.47 ± 0.00 6.59 ± 0.62
2 (5.0 + 4000) 0.71 ± 0.05 0.52 ± 0.07 6.19 ± 0.60
3 (7.5 + 4000) 0.64 ± 0.06 0.45 ± 0.02 5.80 ± 0.39
4 (2.5 + 6000) 1.43 ± 0,09 0.26 ± 0.05 8.56 ± 0.39
5 (5.0 + 6000) 1.53 ± 0.09 0.27 ± 0.04 	 7.22 ± 0.15
6 (7.5 + 6000) 1.50 ± 0,12 0.27 ± 0.00 	 6.75 ± 0.04
7 (2.5 + 8000) 2.58 ± 0.08 0.16 ± 0.05 10.43 ± 0.14
8 (5.0 + 8000) 2.54 ±0.10 0.16 ± 0.05 8.27 ± 0.08
9 (7.5 +8000) 	 2.53±0.18 0.201- 0.04 	 7.32 ± 0.04
REC = resisténcia corrigida, FRB = friabilidade, TD = tempo de desintegragâo
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As respostas estudadas foram ajustadas atraves de urn model° matematico de

segunda ordem de acordo corn a equacao 2:

Y /is„ p,<•cs ± )82 . F flu •ccs • F /3„	 fl„ .1; 2. (2)

onde y = resposta estudada, 	 j322 = coeficientes, GCS = proporcao de

croscarmelose sadica. F = forca de compressão

Os dados experimentais de REC dos comprimidos foram ajustados atraves do

model° duaciratico (REC = 0,39 — 0.04 CCS 3.6x10 -5 F + 7.6x10"9 CCSxF (I001

CCS2 + 3 75x10 -6 F2), o dual apresentou coeficiente de correlegao bastante

significativo (p = 6,2x10 -2), cerca de 99,7 % da veriacao experimental pode ser

explIcada pet() model° proposto (12 = 0.9967). 0 teste t de Student pare verificagao

da sgnificancia dos coeficientes mostrou que apenas a coeficiente quadtatico da

force de compressào (F 2) apresentou significancia estatistic,a (p = 0.03). A

significancia do coeficiente é refletida nos graficos de superficie de respostas e

contornos (figura 3), onde pode ser constatado quo a forca de compressao foi a fator

a apresentar maior infiuencia sobre a REC dos comprimidos. a eve curvature no

grafico demonstra a presence do componente quadretico.

1-

Figura 3 . superficie de respostas e graft() de contornos pare REC dos comprimidos
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A friabilidade dos comprimidos foi explicada por uma equacao quadratice (FRB =

1.29 + 0.009 CCS — 0.0003 F + 2.5 x 10'6 CCS x F 0.002 CCS2 + 1.52x108 F2) que

apresentou coeficiente de correlec'áo mUltipla (r2 = 0.9865) significativo (p = 0.005).

0 model° maternatico foi validado concluindo-se que a variacbo observada entre os

valores experimentais e os valores estimados sac , decorrentes erros aleatOrios. 0

teste t de Student identificou os coeficientes linear e quadratic° da force de

compressâo como significativos nos model°, corr valores de p = 0.003 e p = 0.016,

respectivamente. No greet° de superficie de respostas (figure 4) foi possivel

visualiz.ar a grande influencia da force de compressâo sobre a friabilidade dos

comprimidos.

Figure 4: superficie de respostas e grafico de contornos da fr abiliciade dos

comprimidos

0 model° quadratic° que descreveu o tempo de desintegracâo (TO = 2.69 — 0.25

CCS + 0.001 F — 1.2x104 CCS x F + 0.06 CCS 2 — 1 9x10-8 F2) mostrou coeficiente

de correlacâo multiple (r2 = 0.9915) significativo (p = 0.0026). send° portanto

validado e capaz de explicar cerca de 99 % da variancia experimental. 0 teste t de

Student mostrou quo os coeficientes linear e quadratic° da force de compressào,

assirr como o coeficiente da interacao entre force e nivel de croscarmeiose sOdica
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foram significativos para a resposta estudada, apresentado p = 0.023, p = 0.060 e p

= 0.002, respectivamente.

./

10

5

7000
bUL1J

(P4)
2	 a 	 4 	 7

CCS (54)

Figura 5: superficie de respostas e grafico de c:ontornos pare o tempo de

desintegracao dos comprimides,

Os graficos de superficie de resposta e de contorno (figura 5) demostrarn que,

tecnologicamente, a forge de compressão foi o fator de maior influencia sobre a

tempo de desintegracão dos comprimidos, Quando a forge de compressão 6 baixa,

praticamente nao ha influencia do nivel de croscarmelose sedica no tempo de

desintegracão, no entente, quando a forca aplicada alta percebe-se a importancia

do desintegrante. uma vez que ha grande variagao do tempo de desintegracao de

acordo corn quantidade de CCS presente nos comprimides,

No grafico de contornos (figura 5) pode ser visualizado corn maior facilidade que

comprimidos produzidos corn elevada force de compressâo exigem uma major

proporcOo de croscarmelose sOdica a fim de se obter tempo de desintegracao

inferior a 10 minutos. Esses resultados ratificam os dados encontrados no DCC,

onde comprimidos elaborados corn elevada forca de compressäo apresentaram
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tempo de desintegragao dependente da proporgao de CCS presente na formulagão.

Geralmente a forga de compressao é inversamente proporcional a porosidade dos

comprimidos, assim os comprimidos elaborados corn baixa forga de compressào

podem apresentam uma major porosidade, devido a uma menor consolidagão do pO,

e assim justificaria o menor tempo de desintegragao, independente da proporgao de

croscarmelose presente na formulagâo (CARAMELA e col., 1990).

Atraves dos modelos matematicos propostos no desenho composto central (DCC) foi

possivel prever as caracteristicas dos comprimidos produzidos corn forga de

compressao de 8000 N. Os valores previstos pelas equagOes (tabela 6) foram muito

pr6ximos dos valores experimentais (tabela 5), o que demonstra a viabilidade da

utilizagao desses modelos matematicos para a previsão das caracteristicas dos

comprimidos produzidos.

Tabela resultados da resistência corrigida (REC), friabilidade (FRB) e tempo de

desintegragao (TD) previstos atraves de equagOes matematicos para comprimidos

obtidos corn forga de compressao de 8000 N

Experimento CCS ( 1)/0 m/m) REC (MPa) Friabilidade (%) TD (min)
(A*) (A*) (A*)

7 2.5 2.66 (-0.08) 0.10 (+0.06) 11.14 (-0.71)
8 5.0 2.63 (-0.09) 0.14 (+0.02) 8.51 (-0.24)
9 7.5 2.51 (+0.02) 0.15 (+0.05) 7.47 (-0.15)

= diferenca entre o valor experimental (tabela 5) e o calculado pela equacâo (tabela 6)

Os modelos matematicos obtidos no experiments fatorial 32 foram utilizados para

prever a forga de compressao e a proporgao de croscarmelose sOdica necessaria

para obter comprimidos corn friabilidade e tempo de desintegragao abaixo de 0.25 %

e 8 minutos respectivamente. Observando os graficos de contornos (figuras 4 e 5)

constata-se que uma forga de compressao em tomb de 6500 N em conjunto corn

uma concentragão de 5 % croscarmelose sOdica seriam favoraveis as condigOes

desejadas.

Na tabela 7 estäo descritos os resultados previstos e experimentais para os

comprimidos elaborados a partir das equagOes matematicos obtidas no fatorial 3 2 .

Como pode ser observado os valores previstos foram muito prOximos dos valores

experimentais, comprovando assim a eficiancia dos modelos.
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Tabela 7: caracteristicas dos comprimidos otimizados

Ensaios Valor previsto Valor experimental d*
X ± s

Resisténcia corrigida (MPa) 1.80 1.73 ± 0.10 -0.07
Friabilidade (%) 0.23 0.13 -0.10
Tempo de desintegragao (min) 7.80 8.00 ± 0.32 +0.2
A* = diferenca entre o valor experimental (tabela 5) e o calculado pela equacAo (tabela 6)

A figura 6 demostra o grau de absorcâo de ague dos produtos quando armazenados

em ambiente corn umidade relativa de 69 %. 0 PSA e um produto bastante

higroscdpico, chegando a absorver cerca de 8 % de umidade em apenas dois dias

de ensaio, estabilizando-se a partir do sexto dia corn cerca de 10 % de umidade

residual. A granulacâo do PSA causa uma retardacâo na velocidade de sorgâo de

ague do produto, uma vez que ate o terceiro dia de ensaio ha uma protege. ° de

cerca de 30 %. Corn relacao aos comprimidos, verifica-se que este foi,

consideravelmente, menos hisgrOscopico que o PSA e o prOprio granulado,

absorvendo, no maxima, 7 % de umidade. A menor tendencia dos comprimidos em

absorver umidade pode ser explicada par urn conjunto de fatores, tais coma o menor

percentual de PSA na formulagâo (71,43 %), a presence dos adjuvantes e a prOpria

compactacâo podem servir como uma especie de barreira contra a umidade, alem

disso a menor area de superficie do granulado e do comprimido contribuem para a

reducao da higroscopicidade desses produtos (WELLS, 1988)

12 -i

0 	 2 	 3	 6	 9
	

13
	

15

terrpo (din)

Figura 6: sorcão de âgua pelo PSA, granulado e comprimido otimizado em ambiente

corn temperatura de 25 °C e 69 % de umidade relativa
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As caracteristicas mecanicas dos comprimidos antes e apOs o ensaio da exposicâo

a umidade e temperatura ambiental controlada estao descritas na tabela 8. Como

pode ser observado, o armazenamento em ambiente corn umidade relativa de 69 °/0

causou uma alteragao nas caracteristicas mecanicas dos comprimidos, fato este,

provavelmente devido a umidade absorvida pelos comprimidos. No entanto, embora

a resisténcia dos comprimidos tenha diminuido e aumentado sua friabilidade, as

caracteristicas ainda permaneceram dentro dos limites permitidos pela farmacopeia

(USP 25).

Tabela 8: caracteristicas mecanicas dos comprimidos antes e ap6s armazenamento

em ambiente corn temperatura de 25 °C e umidade relativa de 69 %

ensaio CondigOes inicials
X ± s

UR = 69 %
X + s

A*

Resisténcia corrigida (MPa) 1.73 ± 0.10 0.88 ± a09 -0.85
Friabilidade (%) 0.13 0.41 +0.28
Tempo de desintegracao (min) 8.00 ± 0.32 9.79 ± 0.48 -1.79
A* = diferenca entre valores obtidos em condigOes inicials e ape's armazenamento em UR = 69 %

120
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0

5 	 10 	 15 	 20 	 25
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Figura 7: cedancia dos comprimidos otimizados antes e apOs ensaio de estabilidade

Embora o armazenamento dos comprimidos em ambiente corn UR de 69 % tenha

causado urn aumento no tempo de desintegracao dos mesmos, tal alteragao parece

nao ter interferido na cedancia do PSA dos comprimidos (figura 7), uma vez que nao

ha diferenca estatistica significativa (a < 0.05) entre ambos perfis de dissolugao.
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Como pode ser observado na figura 7, os comprimidos obtidos a partir de

granulados de PSA, apresentaram rapida dissolucao, fato este previamente

esperado considerando a alta solubilidade do PSA em meio aquoso.

4. CONCLUSAO

De urn modo geral, os resultados demonstraram que as caracteristicas mecanicas

dos comprimidos sofreram forte influencia dos fatores estudados, ou seja forge de

compressao e adjuvantes farmacéuticos. Atraves dos experimentos fatoriais foi

possivel obter uma formulacâo contendo alto teor de PSA, a qual originou

comprimidos corn rapida desintegracão e alta resistancia mecanica, condigOes

essenciais para a produce. ° de comprimidos de rapida liberacao. Os experimentos

fatoriais embora tenham demonstrado a importancia do nivel de estearato de

magnesia principalmente, na resister -Ida mecanica dos mesmos, evidenciou que,

em termos de desintegracao, a proporgao de croscarmelose associada a forge de

compressao Sao os fatores mais importantes, salientando, inclusive, que

comprimidos produzidos corn elevadas forces de compressao exigem uma maior

proporcdo de croscarmelose sOdica a fim de conseguir uma rapida desintegragao.

Por fim, atraves dos modelos maternaticos propostos foi possivel demonstrar a

viabilidade de utilizacâo dos mesmos para eleicao dos niveis de adjuvantes e forge

de compressao a fim de obter uma resposta tecnolOgica desejada.
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1. INTRODUQAO

Foi observada, no capitulo 5, a viabilidade de obtengao de comprimidos corn

boas caracteristicas tecnolOgicas, a partir de produto seco por aspersào (PSA) de

Phyllanthus niruri na forma granulada. No entanto, a higroscopia dos comprimidos,

fato inerente ao prOprio PSA, constitui uma caracteristica marcante que pode

comprometer a estabilidade do produto.

0 estudo de compressao realizado corn granulados de PSA contendo

Eudragit® E como agente aglutinante (DE SOUZA e col., 2003) * , revelou que apesar

da presenga deste adjuvante no granulado reduzir a higroscopicidade dos

comprimidos formados, causa, tambern, uma elevagào, consideravel, no tempo de

dissolugâo dos comprimidos, o que do ponto de vista tecnolOgico constitui urn

aspecto negativo.

Considerado as propriedades do Eudragit® E como filmOgeno, capaz de

proteger a forma farmacéutica das variagOes ambientais, sendo ainda solUvel em pH

géstrico, a utilizagáo deste polimero para o revestimento de comprimidos, contendo

alto teor de P. niruri, pode ser uma alternativa viével para protegâo dos mesmos

contra umidade atmosfêrica (PEREZ, 1995; PETEREIT e WEISBROD, 1999).

Assim, o objetivo desse capitulo foi, atravês de urn estudo prelinninar, avaliar

a possibilidade do revestimento pelicular de comprimidos contendo P, niruri,

utilizando Eudragit E como polimero de revestimento, bem como o comportamento

tecnolOgico apOs armazenamento em ambiente corn temperature e umidade relativa

controlada.

DE SOUZA. T.P.: MARTINEZ-PACHECO. R.: GOMEZ-AMOZA J.L.: PETROVICK. P.R. Eudragit E as
excipient for the production of granulates and tablets containing a high load of a spray dried Phyllanthus niruri
L. extract — artigo enviado para publicacao no International Journal of Pharmaceutics, 2003
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AVALIACAO DE COMPRIMIDOS REVESTIDOS POR PELICULA CONTENDO

ALTA CONCENTRACAO DE EXTRATO SECO VEGETAL DE PHYLLANTHUS

NIRURI L.

DE SOUZA, T.P.; SPANIOL, B.; PETROVICK, P.R.

Programa de POs-Graduagao em Ciéncias Farmacauticas, Faculdade de Farmacia,

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil.

RESUMO:

O propOsito deste estudo foi verificar a viabilidade do revestimento pendular de

comprimidos contendo alto teor de produto seco por aspersao (PSA) de Phyllanthus

niruri. Os comprimidos para o revestimento foram elaborados pela compressao

direta de uma formulagao contendo 70 % de PSA, croscarmelose sOdica (5 %),

estearato de magnesio (1%) e celulose microcristalina (24 %). Utilizou-se Eudragit E

como pother° de revestimento. Os comprimidos corn e sem revestimento foram

armazenados por 15 dias em ambiente corn umidade relative de 65 % ou 75 % a fim

de verificar o grau de sorgäo de umidade e alteragOes das caracteristicas

mecanicas. 0 processo de revestimento causou urn aumento da dureza e do tempo

de desintegragao dos comprimidos e uma cedancia mais lenta do PSA. Ap6s

armazenamento em ambiente corn umidade relative de 65 % ou 75 % foi constatado

que os comprimidos sem e corn revestimento apresentaram teores de umidade

muito prOximos, no entanto, significativamente menor que a produto seco por

aspersão como p6, alern do que, a velocidade de sorgao de ague nos comprimidos

revestidos foi, consideravelmente mais lenta que nos sem revestimento. Corn

relagäo as caracteristicas mecbnicas, a presence de umidade, durante o

armazenamento, apesar de ocasionar redugao da dureza em ambos comprimidos,

nao provocou mudanga no perfil de dissolugao, bem como alteragao no conteLido de

polifenOis.

Palavras Chaves: Revestimento, extrato seco vegetal, Eudragit E 100, Phyllanthus

niruri
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1. INTRODUCAO

Phyllantus niruri a uma especie vegetal largarnente utilizada pela medicina

tradicional corn comprovadas atividades farmacolOgicas (CALIXTO e col., 1998). A

principal indicagâo terapbutica a contra litiase renal, sendo os polifenOis, presentes

na sua constituicâo quimica, possiveis responsaveis por essa atividade (CAMPOS e

SCHOR, 1999). 0 produto seco por aspersäo (PSA), elaborado a partir do extrato

aquoso do vegetal, foi desenvolvido corn a finalidade de aumentar a estabilidade dos

constituintes quimicos presentes no extrato (SOAR.ES, 1997). No entanto, este,

semelhante a produtos secos por aspersão de outras especies vegetais, apresenta

elevada higroscopicidade, dificultando a elaboragâo de formas farmaceuticas

derivadas (RENOUX e col., 1996; DE SOUZA e col., 2000; LINDEN e col., 2000).

As resinas acrilicas, Eudragit®, sâo extensivamente utilizadas na produgâo de

medicamentos. Dentre suas principals aplicageies destaca-se como filmögeno para

mascarar o sabor de formas farmacèuticas e conferir protegáo contra o rneio

ambiente, alem de atuar no controle da liberagâo de farmacos. Entre as vantagens

de utilizagâo desses polimeros salienta-se a elevada estabilidade e a baixa

reatividade corn outras substéncias (PETEREIT e WIEISBROD, 1999).

A utilizacao de Eudragit E como agente aglutinante para elaboracâo de

granulados de produto seco por aspersào de extrato vegetal mostrou resultados

promissores no sentido de aumentar a estabilidade do mesmo atraves da reducão

da higroscopicidade (DIAZ e col., 1996; DE SOUZA e col., 2003 1 ). No entanto, DE

SOUZA e col. (2003) 1 observaram que comprimidos elaborados a partir de

granulados obtidos corn Eudragit E, embora apresentassem maior estabilidade

frente a ambientes corn alta umidade, mostraram elevado tempo de desintegracdo e

lenta cedéncia do PSA.

Sendo assim, o objetivo do trabaiho foi verificar a viabilidade da utilizacâo do

Eudragit E para obtencão de comprimidos revestidos por pelicula, assim como

DE SOUZA. T.P.; MARTINEZ-PACHECO. R. GOMEZ-AMOZA. J.L.: PETROVICK. P.R. Eudragit E as
excipient for the production of granulates and tablets containing a high load of a spray dried Phyllanthus niruri
L. extract — artigo enviado para publicaedo no Iternational Journal of Pharmaceutics
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analisar o grau de protegão contra umidade e a influència nas caracteristicas

mac:Micas dos comprimidos obtidos.

2. MATERIALS E METODOS

2.1 MATERIAS-PRIMAS

Produto seco por aspersäo de Phyllanthus niruri (PSA) obtido seguindo

metodologia descrita por SOARES (1997) utilizando aparelho de secagem por

aspersâo Niro Atomizer Production Minor. Os Adjuvantes farmacduticos celulose

microcristalina (Avice10 PH 101 — FMC), croscarmelose sOdica (Ac-Di-Sol® - FMC),

estearado de magnêsio e talco (fornecidos pela FEPPS/SS/RS), Eudragit E 100

(Rohm), poligol 6000 (Delaware), diaxido de Mani° (Merck), isopropanol (Quimex) e

acetona (Synth) foram usados coma recebidos.

2.2 OBTENCAO DOS COMPRIMIDOS

Oblencâo do complexo farmac6utico (CF)

0 complexo farmac'eutico, sob a forma de pO, foi obtido misturando-se o

produto seco por aspersäo (70 %), croscarmelose sOdica (5 %) e celulose

microcristalina (24 %), ape's previa tamisacâo (450 gm), a 30 rotaceies por minuto,

em urn misturador tipo V acoplado a motor multiuso Erweka (AR 400) durante 20

minutos. Em seguida foi adicionado a mistura obtida o estearato de magnesia

previamente tamisado (350 gm), e misturado por 5 minutos.

Producao dos comprimidos

Os comprimidos foram produzidos em maquina alternativa (Korsch EK-0)

dotada de pungbes circulares biconvexos de 12 mm de dial -net°, atravês da

pesagem individual e compressào direta de 600 mg de complexo farmacèutico.

2.3 REVESTIMENTO

0 revestimento dos comprimidos foi realizado em equipamento de bancada

(figura 1) dotado de turbina de drageamento (1), sistema de aspersâo de dupla acâo

(2) corn acionamento manual e alimentacâo realizada corn auxilio de bomba
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peristaltica (Ismatec — tipo IPS 8) e insuflador de ar quente (3) dotado de controle de

temperatura do ar.

Preparagâo da suspensäo de revestimento

A formulagâo de revestimento (tabela 1) foi preparada atraves da pesagem de

todos os componentes, dissolugâo do Eudragit E 100 em acetona e isopropanol,

seguida da incorporagão do poligol 6000, previamente dissolvido no etanol, e

posterior adigào dos demais componentes da formulacAo. ApOs incorporacâo de

todos os componentes, a suspensão foi misturada corn auxilio de agitador

magnetico por cerca de 1 hora.

Tabela 1: formulacâo da suspensao de revestimento

Componentes
Eudragit E 100
Poligol 6000
Talco
DiOxido de titanio
Isopropanol

Acetona
Etanol
Total

Quantidade (g)
5.0
0.5
1.5
1.5

45.25
45.25
1.00 
100

Equipamento

0 equipamento foi desenvolvido baseado ro aparelho construido por

NIEMANN (1991). Detalhes de construcâo estao descritos abaixo (figura 1):

(1) Turbina de revestimento: construida em aluminio de 2 cm de espessura em peca

Cinica corn formato tronco — cOnica, de interior polido, apresentando as seguintes

dimensOes: volume de 275 ml, altura de 70 mm, diametro extern() com 88 mm de

base e 55 mm de abertura.

(2) Aspersor duplo: pulverizador corn dupla acâo Professional Air Brush (CA —3003).

(3) Insuflador de ar - consiste de urn equipamento lnema (tipo 14 1/8 HP) modificado

atraves do acoplamento de termostato com controle de temperatura do ar.



Figura 1: equipamento de bancada pare revestimento de comprimido. 1 — turbine de

revestimento, 2 — aspersor dupla, 3 — insufiador de ar quente; 4 — motor multiuso; 5 —

bombe peristeltica; 6 — agitador magnetic°

Condigiies de revestimento

As condic6es empregadas no revestimento este-0 descritas na tabela 2. Os

nücleos comprimidos foram pre aquecidos e temperature de 40 °C na prOpria

turbine de drageamento par urn period° de 15 minutos, em seguida, a suspense° de

revestimento foi aplicada, a fim de se obter urn filme contend° 1,7 mg de suspensào

par cm2 de made°, equivalente a 1 mg de Eudragit E pot cm2 (BAUER e col., 1998).

A suspenseo de revestimento foi mantida sob agitacao durante todo a operacáo. Ao

final, os comprimidos sofreram secagem adicional em estufa a 40 "C pot urn period°

de 30 minutos. A operacao foi realizada em tres lotes de 30 comprimidos, reunidos

de forma a compor uma Unica amostra pare caracterizac5o.
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Tabela 2: condigOes de operagao de revestimento empregadas na obtencAo de

comprimidos revestidOs por pelicula de Phyllanthus niruri

CondigOes de operacâo
Velocidade de rotagâo da turbina
Angulo de inclinagão da turbina
Temperature do ar de secagem
Pressao de ar
Fluxo de aspersao 

125 rpm
45 °

40° C±2°C
1 bar

0,7 mlimin

2.4 CARACTERIZAQAO DOS COMPRIMIDOS COM E SEM REVESTIMENTO

Determinagdo da aparência (USP 25)

A aparencia dos comprimidos foi avaliada visualmente, a olho nu,

considerando-se a homogeneidade de coloragão e auséncia de defeitos na

superficie. A altura e o diárnetro foram determinados em vinte comprimidos,

escoihidos aleatoriamente, atraves de medicäes feitas corn urn paquimetro digital

(Mitutoyo, serie 243), no minimo, 24 h apOs obtengbo dos mesmos.

Determinagäo do peso media (F. Bras. IV )

Pesaram-se, individual e ateatoriamente, vinte comprimidos, em balance

analitica e determinou-se a media dos mesmos.

Determinagäo da dureza (F. Bras. IV)

A dureza foi determinada atraves da resistencia ao esmagamento radial,

utilizando-se durennetro (Schleuniger - 2E). 0 ensaio foi realizado em sets

comprimidos de cada lote.

Determinagäo da friabilidade (F. Bras. IV)

A friabilidade foi determinada empregando-se 20 comprimidos, atraves do

célculo do percentual de perda de material por queda e eros5o, utilizando-se

friabilOmetro tipo Roche numa vetocidade de vinte rotacb'es por minuto durante 5

minutos
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Determinacao do tempo de desintegracão (USP 25)

0 tempo de desintegragâo foi determinado em HCI 0,1 N a 37 °C ± 1 °C. Os

resultados expressam a media de seis determinagOes.

Ensaio de ced6ncia (USP 25)

A velocidade de cedencia do PSA foi determinada em equipamento Pharma

Test (PTW SIII) de acordo corn especificagOes da USP 25 (metodo 2, velocidade de

agitageo de 100 rpm). 0 meio de dissolugâo foi o suco gestrico artificial sem enzimas

(USP 25). A determinagâo da concentrageo de PSA foi realizada por medigeo direta

em espectrofotOmetro em 275 nm, utilizando como branco suco gestic° artificial

(COUTO, 2000). A semelhanga entre as curves de dissolugâo foram avaliadas

atravês de celculo do fator de similaridade — F2, onde valores acima de 50 indicam

perfis de liberageo semelhante (PILLAY e FASSHI, 1999).

Doseamento de polifenOis

0 doseamento de polifenOis presentes nos comprimidos foi detemiinada

seguindo metodologia descrita por DE SOUZA e col. (2002). Cada comprimido foi

pulverizado e uma quantidade de p6 equivalente a 73,8 mg de PSA foi dissolvido em

ague para 100,0 ml, sob agitageo, por 2 horas. Aliquotas de 3,0 ml dessa solugäo

foram diluidas corn acetonitrila:agua (20:80 v/v) pare 25,0 ml, resultando uma

concentrageo de 88,56 p.g/m1 de PSA.

A análise foi realizada utilizando cromat6grafo liquido acoplado a injetor

automatico e detector UVNIS (Shimadzu LC-10 AD, SIL-10 A, SPD-10 A). As

condigOes cromatogreficas consistiram de coluna RP-18 LiChrospher 250 x 4 mm

i.d., 51.1m diernetro de particula (Merck, Darmstadt, Germany) dotada de pre-coluna

Shimadzu (10 mm x 4 mm i.d.) empacotada com recheio de Bondapak C18 125 A

(Waters, Milford, MA, USA). Empregou-se como fase movel sistema gradiente

utilizando ecido fosf6rico 1 % (m/m) como solvente A e acetonitrilalacido fosfOrico 1

% (m/m) (50:50 (v/v)) como solvente B. 0 programa gradiente foi de 22 - 24 % B (7

min), 24 - 40 % B (10 min), 40 — 100 % B (8 min), 100 — 22 B % (15 min) corn fluxo
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de 0,6 ml.min-1 . A deteccao dos picos foi realizada em 275 p.m (DE SOUZA e col.,

2002).

2.5 COMPORTAMENTO FRENTE A UMIDADE

Neste ensaio avaliaram-se a sorcâo de egua e as propriedades mecanicas de

comprimidos corn e sem revestimento apps armazenados, por 15 dias, em ambiente

corn temperatura de 25 °C e umidade relativa controlada de 65 % ou 75 %. 0

ambiente corn umidade relativa controlada foi obtido atravês de solugâo saturada,

corn residuo, de nitrito de sOdio e cloreto de sOdio, respectivamente

(NYQVIST,1983). Amostras de comprimidos corn e sem revestimentos foram

submetidas ao ensaio, assim como amostras de cerca de 500 mg do produto seco

por aspersào (PSA). 0 teste foi realizado corn urn nOrnero de seis repetigOes para os

comprimidos e três repeticties para o PSA. A sorciao de agua foi estimada atravas da

pesagem das amostras nas primeiras 24 e 48 horas, e, posteriormente, a cada 72

horas, por urn periodo de 15 dias. Ao final do experimento os comprimidos foram

avaliados quanto ao peso mêdio, dureza, tempo de desintegragào, cedéncia e

conte6do de polifenciis, de acordo corn as tacnicas descritas anteriormente.

2.6 ANALISE ESTATIST1CA

Os resultados foram avaliados atravês de analise de variancia (ANOVA), teste

de Student Newman Keuls e teste t de Student realizados corn auxilio do programa

estatistico SigmaStat® for Windows versào 1.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os niicleos foram elaborados a partir de estudos previos realizados por DE

SOUZA e col. (2003) 2. A tabela 3 descreve as caracteristicas mecanicas dos

comprimidos preparados para o revestimento, os quais foram obtidos de modo

apresentarem alta resistancia mecanica, ou seja, elevada dureza e baixa friabilidade,

bern como rapid° tempo de desintegragao.

DE SOUZA_ T.P. GOMEZ-AMOZA_ J.L.: MARTiNEZ-PACHECO. PETROVICK. P.R. Compressional
Behavior of Formulations from Phvllanthus niruri Spray Dried. Extrct. 2003. Artigo em preparacào para ser
enviado para publicacdo no periOdico Pharmazie



241

Em uma operagäo de revestimento, tais caracteristicas säo extremamente

importantes, uma vez que, os comprimidos devem ter uma force suficiente para

resistir ao processo de rota0o da turbine de drageamento e, ao mesmo tempo,

devem apresentar repida desintegracäo nos fluidos digestivos para garantir uma boa

biodisponibilidade (BAUER e col., 1998).

Nem des caracteristicas mecbnicas, as dimensOes dos comprimidos tambêm

são importantes para uma eficiente operacao de revestimento. De modo geral, para

urn formato biconvexo, valores de raio de curvature entre 0,7 e 0,75 vezes o

diametro, bem como altura de bordo entre 0,07 e 0,12 vezes o diâmetro säo ideais

para a operacâo de revestimento (BAUER e col., 1998, LIEBERMAN e col., 2001).

Os comprimidos produzidos para o estudo apresentaram raio de curvature em torno

de 8,7 mm e altura de bordo corn cerca de 1,4 mm, ou seja valores dentro da faixa

favor-eve!, considerando urn diametro de 12 mm.

Tabela 3: caracteristicas dos comprimidos antes e apOs o revestimento

Ensaio Antes
X 	 s

ApOs
X + s

Peso mêdio (mg) 596,0 ± 3,00 650,3 ± 7,99
Dureza (N) 111,4 ± 5,50 192,0 ±11 ,7
Friabilidade (%) 0,08
Tempo de desintegracâo (min) 13,0 ± 0,58 16,6 ± 0,3

O aumento do peso medio causado pelo revestimento (55,4 mg) foi igual ao

planejado (54,3 mg) a fim de conferir ao comprimido uma pelicula corn concentragäo

de 1 mg/cm 2 de Eudragit E, considerando a superficie dos comprimidos de 32,59

cm2 .

O revestimento dos comprimidos causou urn aumento na dureza e no tempo

de desintegracâo (tabela 3), o que pode ser atribuido a pelicula de revestimento. No

entanto, embora o aumento da dureza tenha sido de cerca de 41 %, o incremento no

tempo de desintegragão foi de apenas 3,6 minutos, encontrando-se ainda dentro do

padráo farmacopeico para comprimidos de desintegragao repida (F. Bras. IV).

O perfil de dissolugao do PSA dos comprimidos revestidos, quando

comparado aos sem revestimento, foi considerado mais lento (figura 2). 0 celculo

do fator de similaridade (F2) demostrou urn valor de 39,84 o que classifica os perfis
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de liberagao como nao similares entre si. A aplicagao da pelicula de revestimento

ocasionou urn significativo retardo no tempo de liberacao do PSA o que pode ser

inerente ao tempo necessario pare completa dissolucao da pelicuia, no entanto,

pode ser constatado que a cedancia do PSA a partir dos comprimidos revestidos

continua sendo extremamente rapida, uma vez que ao final de 15 minutos ha,

praticamente, uma completa liberacâo do mesmo.
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Figura 2: perfil de dissolucão do PSA a partir de comprimidos sem (*) e corn (N)

revestimento

0 ensaio de armazenamento dos comprimidos em ambientes corn atmosfera

de temperature e umidade relativa controlada (UR) foi realizado corn a finalidade de

verificar a eficiancia da pelicula de revestimento na protecão dos comprimidos frente

as condicOes atmosfaricas.

Na figura 3 està exposto o aumento de masse dos comprimidos e do PSA, na

forma de p6, quando armazenados em ambientes corn diferentes umidade relativas.

Observa-se que os comprimidos, ainda que sem revestimento, apresentaram menor

sortividede que o PSA. o que pode ser atribuido a presenca de adjuvantes na
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formulagao bem como a prdpria compressao que podem agir como uma especie de

barreira contra a umidade (DE SOUZA e col., 2003 3). Por outro lado, os comprimidos

revestidos, embora tenham, ao final do experimento, sorvido, praticamente, o

mesmo teor de umidade que os sem revestimento, mostraram urn comportamento

diferenciado.

Quando armazenados em ambiente corn UR de 65 % ambos comprimidos

apresentaram, ao final do experimento, uma sorcao media de umidade de 4.8 %. No

entanto. nos comprimidos sem revestimento a higroscopicidade estabilizou no

segundo dia de experimento, enquanto que nos comprimidos revestidos a

estabilizacao somente ocorreu a partir do oitavo dia, antes do qual a sorgao de

umidade foi significativamente menor e mais lenta.

No armazenamento em ambiente corn UR de 75 % a sorcao de umidade de

ambos comprimidos foi estabilizada somente corn 14 dias de experimento, perfodo

no qual os comprimidos apresentaram uma sorgäo media de 8,9 % e 8,5 %, sem e

corn revestimento, respectivamente. Observou-se que nesta atmosfera ha uma

major absorcao de ague, fato pertinente considerando a maior umidade relative do

ambiente, no entanto parece haver uma melhor demonstracAo da eficiencia do

revestimento, uma vez que este foi capaz de proteger o nOcleo proporcionando uma

absorcao mais lenta de umidade ate praticamente o final do experimento.

0 estudo da sorcao de umidade dos comprimidos evidenciou que a grande

vantagem do revestimento é que a pelicula, apesar de ser permeavel a umidade,

apresenta uma certa protecao ao comprimido (BAUER e col., 1998) diminuindo a

sensibilidade a variagOes de umidade atmosferica.

DE SOUZA,. T.P.: MARTINEZ-PACHECO. R.: GOMEZ-AMOZA. J.L.; PETROVICK, P.R. Otimizacao
tecnolOgica de comprimidos corn alto teor de produto seco por aspersào (PSA) de Phyllanthus niruri L. contidos
ern granulados. 2003. Artigo em preparacdo para ser enviado para publicacão no periOdico Drug Development
and Industrial Pharmacy
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Figura 3: sorgäo de 6gua dos produtos em ambiente corn UR de 65 % (A) e UR de

75 % (B)

Em relagäo as condigc5es iniciais, todos os comprimidos apresentaram

diminuigáo da dureza apOs armazenamento, o que pode ser atribuido a sorgão de
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umidade (figura 4). 0 aumento da umidade relativa do ar faz corn que os polimeros

presentes na pelicula de revestimento aumentem a liberdade intermolecular tornado-

se mais frageis, fato que pode ser refletido na diminuicao da resistancia mecanica do

revestimento (WU e MAcGINITY, 2000).

Assim pode ser verificado que, embora, em todos os casos os comprimidos

revestidos mostrassem dureza superiores, o armazenamento nos ambientes corn

umidade relativa de 65 % ou 75 % causou significativa reducao da dureza inicial.

Resultados estes coincidentes corn os achados de WU e MacGiNITY (2000), os

quais verificaram que a exposicâo de pellets de teofilina revestidos corn Eudragit E

armazenados ern ambientes corn elevada umidade apresentaram reducao

significativa na sua resistancia mecanica.
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Figura 4: dureza dos comprimidos em diferentes condicOes de armazenamento

(* diferenca significante a =0.05)

A exposicâo a ambiente corn elevada umidade praticamente nao alterou o

tempo de desintegracâo dos comprimidos (figura 5). Os comprimidos, corn e sem

revestimento, desintegraram-se rapidamente e, embora haja diferenca estatistica (a
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= 0.05) entre o tempo desintegragao antes e apOs o armazenamento,

tecnologicamente, os valores ficaram muito prOximos das condigOes iniciais.
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Figura 5: tempo de desintegrac.ão dos comprimidos

Na figura 6 estäo descritos os perfis de liberacäo de PSA a partir dos

comprimidos, sem e corn revestimento, quando armazenamento em ambientes corn

diferentes umidade relativas.

Observou-se que ambos os comprimidos apresentaram cedéncia do PSA

extremamente r6pida (figura 6). Em cerca de 15 minutos )6 havia ocorrido liberagâo

de praticamente todo o contebdo de PSA. 0 càlculo do fator de similaridade (tabela

4) demostrou que a umidade nâo alterou os perfis de liberagão, pois as curvas de

dissolugäo foram consideradas semelhantes entre si.

Tabeia 4: fator de similaridade (f2) entre os comprimidos

comprimidos sem revestimento cornprimidos revestidos
Referbricia — condigáo inicial Referência — condicào inicial

75,70UR 65 % 98,40 UR 65 %
UR 75 % 70,65 UR 75 % 61,07
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PolifenOis mg/100m•de PSA
Pico 2

X (CV%
1,34 (1,48)
1,41 (0,85)
1,42 (0,32)
1,38 (0,39)
1,34 (0,02)
1,43 (0,68)
1,43 (0,60

Pico 3
X CV%

1,73 (1,27)
1,78 (0,62)
1,75 (0,49)
1,72 (0,27)
1,79 (0,01)
1,75 (0,47)
1,74 0,01
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0 doseamento dos comprimidos foi realized° com a finalidade de verificar se

a pelicula de revestimento, bem como o armazenamento em ambiente corn elevada

umidade relative causavam alguma alteracäo no perfil cromatogrefico dos

marcadores quimicos do PSA.

Na tabela 5 este° descritos os teores de polifenOis presentes nos

comprimidos sobre diferentes condigOes de armazenamento. Em todos os casos não

foi observada nenhuma alterageo nos perfis cromatogreficos. Apesar da exposigeo

frente a diferentes umidades, esta parece nä° ter interferido no teor de polifenOis dos

mesmos, uma vez que o doseamento dos comprimidos evidenciou que as

substencias marcadoras (ecido gelico e demais derivados fenOlicos) mostraram

teores semelhantes aos originalmente encontrados na materia-prima vegetal (DE

SOUZA e col., 2002).

Tabela 5: doseamento dos marcadores quimicos presentes no produto seco por

asperse° (PSA) de Phyllanthus niruri

Produtos Acido Ohm
X (CV%)

PSA 1,15 (0,03)
%deo 1,15 (0,16)
niacleo UR 65% 1,11 (0,25)
nixie° UR 75% 1,10 (0,49)
Revestidos 1,10 (0,46)
Revestidos UR 65% 1,11 (0,24)
Revestidos UR 75% 1,09 (0,02)

4. CONCLUSAO

0 estudo demostrou a viabilidade do revestimento pelicular de comprimidos

contendo alto teor de produto seco por asperse° de Phyllanthus niruri, uma vez que

foi possivel a obtengeo de comprimidos revestidos corn adequadas caracteristicas

tecnolOgicas e sem alterageo do contendo de polifenáis. A pelicula de revestimento

permitiu uma sorgao de umidade mais lenta, conduzindo a urn melhor

comportamento do produto quando armazenados em ambiente de elevada umidade

relative. Apesar da pelicula de revestimento causar urn pequeno retardo do tempo

de desintegracäo dos comprimidos e cedência do PSA, gerando perfis de dissolugeo

diferenciados de acordo corn o fator de similaridade (F2), tecnologicamente, nä° é
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relevante, pois de modo geral o tempo de desintegragbo e dissolugâo dos mesmos

ainda sâo considerados râpidos. Por fim, atraves do doseamento dos comprimidos

foi possivel concluir que durante o tempo de armazenamento em ambiente corn

elevada umidade nâo houve alteragéo do contendo de polifendis.
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0 desenvolvimento tecnolOgico de medicamento pressupäe o dominio de

todas as etapas envolvidas na sua producao, centralizadas na sua finalidade de use

e correlacionadas corn a desenho proposto da forma farmacautica (BRASIL, 2003).

No caso de fitomedicamentos as etapas de desenvolvimento do produto devem

atender as especificidades das materias-primas, produto intermediario e finais, bem

como as fases do processamento. Sob estas visoes foi realizado este trabalho,

tendo como modelo a plants medicinal Phyllanthus niruri L. (Euphorbiaceae). Iniciou-

se, portanto. corn a avaliacäo da materia-prima vegetal. Apesar da especie vegetal

Phyllanthus niruri ser extensivamente estudada fitoquimicamente, ainda nao foi

possivel a identificacâo exata dos seus componentes ativos. No entanto, estudos

sugerem uma tendencia de envolvimento dos polifenais corn a atividade

farmacolOgica, principalmente, a ligada corn a urolitiase (CAMPOS e SCHOR, 1999).

Sendo assim, estudou-se a viabilidade de desenvolvimento de urns

metodologia analitica por cromatografia liquids de alta eficiancia (CLAE), para

quantificacão de polifends, que pudesse ser utilizada pars o controle de qualidade

da materia — prima vegetal e produtos derivados. Apas vdrios ensaios preliminares,

otimizou-se urn sistema cromatografico capaz de separar satisfatoriamente tits

substancias, umas das quais identificadas como acid° galico, o qual foi utilizado

como padrao de referenda para validacão do matodo. As demais substancias

separadas nao puderam ser identificadas, porem, o espectro de UV revelou tratar-se

de uma flavona e de urn derivado do dcido

A validagao do metodo foi realizada corn a solucao extrativa aquosa (SE) e

corn o produto seco por aspersao (PSA), utilizando acido gälico como substancia

padrao. 0 matodo mostrou linearidade e elevada precisao intermedidria (FDA,

2000). A exatidao do matodo foi demonstrada atraves da recuperacao do acid°

galico da matriz biolOgica. Os resultados de validagão do matodo para o PSA

confirmaram que a presenca de adjuvante nao interferiu na analise dos polifends

tornando assim factivel sua utilizacao no controle de processo durante a elaboracao

da forma farmacautica final.

0 produto seco por aspersäo de Phyllanthus niruri, produzido em escala semi-

industrial (TSA,,,,d), utilizando torre de secagem corn sistema giratario de aspersao,
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apresentou melhores caracteristicas tecnolOgicas do que quando produzido em

escala laboratorial, em aparelho corn sistema de asperse. ° pneumatic° (TSAlab )
(SOARES, 1997; COUTO, 2000). 0 produto obtido em TSkind apresentou tamanho

de particula cerca de seis vezes major, refletindo positivamente no comportamento

reolOgico do pO.

Segundo FOSTER e LEATHERMAN (1995) sistemas corn aspersores

giratOrios favorecem a producäo de Os corn major diâmetro particular. No entanto,

no presente trabalho, outro fator que contribuiu pars melhora tecnolOgica do pc5 foi a

secagem por aspersâo da solucâo extrativa corn elevado teor de scilidos

(BRODHEAD e col., 1992; SOARES, 2002), originando urn produto seco de major

densidade, o que favoreceu suas caracteristicas de empacotamento, bem como

proporcionou urn rendimento operacional elevado.

Apesar do aumento de tamanho de particula e consequentemente melhora

nas suas propriedades de fluxo e empacotamento, o PSA continuou apresentando

elevada higroscopicidade, fato provavelmente inerente a prOpria constituigâo

quimica do produto (BASSANI, 1990; SCHILLER e col., 2000). A sensibiljdade frente

a umidade atmosferica e, deficientes propriedades de compressibilidade são fatores,

caracteristicas de extratos secos vegetais, que dificultam o desenvolvjmento de

comprimidos contendo alto teor desses produtos (ROCKSLOH e col., 1999). Dessa

forma, o emprego da granulacâo tern se mostrado como uma possivel alternative

pare contornar esses problemas (PLAIZIER-VERCAMMEN e BRUWIER, 1986; DIAZ

e col., 1996; COUTO, 2000).

Corn relacâo a sensibilidade a umidade, a granulacâo do produto, alem da

diminuicâo da area superficial pode ne'o oferecer major protecâo ao extrato seco

(ONUNKWO e UDELA, 1995). Porem, a adigâo de adjuvantes na formulacâo alem

de auxiliar no processo de granulagâo pode funcionar como agente protetor contra a

umidade (DIAZ e col., 1996). A utilizacâo da resina acrilica Eudragit E coma

aglutinante na granulagäo via &nide demonstrou diminuir a higroscopicidade de

granulos contendo extratos secos vegetais, constituindo uma estrategia tecnolOgica

interessante (DIAZ e col., 1996).
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No presente trabalho foi avaliada a viabilidade de obtengâo de granulados por

via seca e por via Clmida, neste Ultimo caso utilizando uma solugâo de Eudragit E em

acetona (12,5 % m/v) como liquido de aglutinagào, visando o aumento da resistancia

a umidade do produto e melhora das caracteristicas compressionais. Os resultados

demostraram que ambas as tecnicas de granulacão originaram produtos corn

caracteristicas tecnolOgicas satisfat6rias, revelando que estas propriedades foram

influenciadas pela tecnica de granulagão. Os granulados obtidos por via Cimida

apresentaram densidades brute e de compactagão significativamente menor que os

granulados obtidos por via seca, o que é inerente a prOpria tecnica de granulacâo

(LIEBERMAN e col., 1989). Como conseqUencia dessas diferentes caracteristicas, a

force de compressâo necesseria pars consolidagao dos grénulos numa massa

comprimida é bastante diferente.

0 comportamento do PSA e granulados frente a compressáo foi avaliado

atraves do modelo de Heckel (HUBERT-DROZ e col., 1982; YLIRUUSI e col., 1997).

Os resultados sugerem que o PSA apresenta comportamento de deformagão

essencialmente plestico, enquanto que o granulado obtido por via seca mostrou

comportamento caracteristico de materiais que apresentam simultaneamente

deformacéo plestica e por fragmentagéo. A analise do perfil compressional dos

granulados obtidos por via ("Amide sugere urn comportamento predominante plastic°.

Os granulados revelaram resultados promissores corn relagao a obtencäo de

comprimidos. A avaliacao da influencia de adjuvantes farmacauticos bem como da

force de compressâo foram realizados a fim de projetar uma formulacto corn maior

teor de PSA e melhores caracteristicas tecnolOgicas.

0 desenvolvimento e otimizagào de produtos empregando experimentos

fatoriais apresenta como principal vantagem a possibilidade de obter-se o maxim°

de informagOes sobre as respostas analisada atraves de urn menor nEimero de

experimento, o que significa economia de tempo e de recursos. Alern do que, os

desenhos estatisticos conduzem ao estabelecimento de modelos matematicos que,

quando adequadamente validados, permitem predizer comportamentos das

varieveis de resposta no campo experimental estudado (MONTGOMERY, 1992;

WHERLE e col., 1995, LINDEN e col., 2000).



258

Considerando o objetivo principal de obtengâo de comprimidos, realizou-se

estudos de compressOo corn o PSA em estado pulvareo e na forma de granulados,

obtidos por via seca e por via Omida.

0 primeiro experimento realized° foi a avaliacao da influência de adjuvantes

farmacauticos e force de compressáo sobre as caracteristicas mecanicas dos

comprimidos obtidos corn alto teor de PSA (70 %). A selecão dos adjuvantes foi

avaliada atraves de urn modelo fatorial qualitative onde os fatores estudados foram o

tipo de desintegrante (Ac-Di-Sol e Primojel) e de material de carga/aglutinante

(Avicel e Emcompress) e, as respostas avaliadas foram resisténcia mecanica e

tempo de desintegracäo dos comprimidos. Este estudo evidenciou que o material de

carga/aglutinante foi o fator mais importante para resistancia dos comprimidos sendo

que o Avicel foi o adjuvante que proporcionou maior dureza, caracteristica que pode

estar relacionada ao mecanismo de agregacäo proporcionado por este adjuvante,

uma vez que sua forma fibrosa e disposicâo, permeando toda a massy compacta,

favorecem uma maior coesâo estrutural de comprimidos (GONZALEZ ORTEGA e

SCHMIDT, 1995). Em relacâo a desintegracao, a presence de Ac-Di-Sol na

formulagão originou comprimidos corn tempo de desintegracao superior aos demais.

A avaliacào da influancia da forge de compressáo em funcao da proporcâo de Ac-Di-

Sol sobre a resisténcia, friabilidade e tempo de desintegracâo dos comprimidos

demostrou que, neste caso, esse fator foi o determinante da dureza e friabilidade,

independente da proporcäo de Ac-Di-Sol. Com  relacao ao tempo de desintegracâo

apesar de ambos os fatores apresentarem influancia significative, a concentragao do

desintegrante demostrou ser o fator mais importante.

A elaboracâo de comprimidos a partir de granulados. obtidos por via Ornida,

contendo diferentes proporgOes de Eudragit E como aglutinante foi realizada corn o

objetivo de avaliar as carateristicas mecanicas, bem como, sensibilidade a umidade

dos comprimidos obtidos. Os resultados demonstraram que a dureza, friabilidade e

perfil de dissolucão apresentaram forte influência da proporcâo de Eudragit E

presente nos granulados bem como da force de compressao empregada. No

entanto, o resultado mais importante foi o fato desses granulados originarem, de

modo geral, comprimidos que, comparados aos obtidos corn granulado seco,

mostraram lenta cedancia do PSA. mesmo em meio acid°. A sorgäo de umidade dos
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comprimidos tambern foi dependente da proporgao de Eudragit E na formulageo,

somente uma concentracäo igual ou superior a 5 % foi capaz de proporcionar

comprimidos corn menor higroscopicidade, resulted° que refletiu os achados de

DiAZ e col. (1996). No entanto, apesar dos comprimidos elaborados corn 10 % de

Eudragit E apresentarem adequadas caracteristicas tecnolOgicas e baixa

higroscopicidade, o elevado tempo de cedencia do PSA justifica maiores estudos a

fim de otimizacäo de uma formulacâo que proporcione a elaboracäo de comprimidos

corn menor tempo de desintegrack e mais repida cedencia do PSA.

Os estudos de compressäo realizados corn o granulado seco foram realizados

no sentido de otimizar uma formulacâo para obter comprimidos corn alta resisténcia

mec.anica e repida desagregacao. Os experimentos consideraram a determinagâo

das proporcOes ideals dos adjuvantes na fase externa da formulacâo e a avaliack

do efeito da forca de compressao sobre as propriedades dos comprimidos obtidos.

0 estudo de otimizagâo das proporcOes ideals de adjuvantes foi realizado,

considerando uma proporgäo fixa de 71,43 % de granulado seco, equivalente a 70 %

de PSA, atraves de urn desenho composto central, onde as varieveis independentes

foram as concentracOes de estearato de magnesia e de croscarmelose sOdica e, as

varieveis dependentes foram a resisténcia corrigida e o tempo de desintegracâo dos

comprimidos. Os resultados demonstraram que a resisténcia dos comprimidos foi

sensivel apenas as variacOes das concentracoes de estearato de magnesia,

apresentando uma influencia negative sobre a dureza dos comprimidos. Tal

fenOmeno pode ser explicado pela propriedade do estearato de magnesia de former

urn filme sabre as particulas que comp6em a formulacâo, conduzindo a uma menor

coesão das mesmas e, consequentemente, formacâo de compactos menos

resistentes (WILLIAMS e McGINITY, 1989). Atravês dos greficos de superficie de

resposta foi passive] verificar que existe uma faixa de concentracao Otima do

estearato de magnesia em relagao as caracteristicas mensuradas.

A proporcao de croscarmelose sOdica foi o principal responsevel par

variacOes no tempo de desintegracão, no entanto erros intrinsecos ao prOprio

experimento impediram a validacâo de urn modelo maternatico que servisse para

predigâo do tempos de desintegracâo em fungäo da concentrageo do desintegrante.
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Sendo assim, urn segundo conjunto de experimentos foi realizado no intuito

predizer a force de compressao, bem como a proporcao de desintegrante

necessaries para obtencao de comprimidos corn alta resistancia mecanica e rapido

tempo de desintegracao. Os resultados demostraram que ambas as respostas

estudadas sofreram influencia predominante da forge de compressao. Os modelos

maternaticos resultantes permitiram determinar a concentracao de desintegrante e

forge de compressao ideals para a obtencao de comprimidos corn as caracteristicas

desejadas. Os valores preditos tebricos puderam ser comprovados

experimentalmente.

De modo geral, considerando as caracteristicas mecanicas dos comprimidos

bem como major rendimento operacional, os resultados demostraram que entre as

diferentes tecnicas avaliadas para a obtencao de comprimidos, a granulacâo via

seca foi a que apresentou melhor viabilidade de producào.

No entanto, apesar da viabilidade de obtencao de comprimidos corn alto teor

de PSA e satisfatOrias caracteristicas tecnolcigicas, a alta sensibilidade a umidade

atmosferica permanece, fato inerente a elevada concentracao de PSA na formulacäo

(COUTO, 2000; SOARES, 2002).

Assim, estudos iniciais de revestimentos de comprimidos foram realizados a

fim de verificar a capacidade de protecao contra a umidade ambiental. 0 polimero

Eudragit E, resina acrilica gastro-solOvel, foi empregada como filmOgeno de

revestimento (BAUER e col., 1998). Os comprimidos revestidos apresentaram

adequadas caracteristicas tecnolOgicas e homogeneidade. Alem disso, o filmOgeno

foi capaz de causar uma protecäo a umidade sem alteracão do perfil de cedéncia do

PSA e do tempo de desintegragao.

0 revestimento dos comprimidos de PSA mostrou boas perspectives no

sentido de aumentar sua estabilidade frente a variagOes de umidade atmosfericas,

no entanto, maiores estudos devem ser realizados visando a otimizacao do

processo, concentragao e espessura do filme de revestimento.
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• 0 matodo por cromatografia liquida de alta eficiéncia desenvolvido e validado

comprovou ser aplicavel na avaliagao quantitativa do marcador eleito, acid°

galico, na materia-prima vegetal, nos produtos intermediarios do processamento

(solugâo extrativa, produto seco por aspersão e granulados) e produtos finals

(comprimidos e comprimidos revestidos);

• 0 produto seco por aspersao obtido em torre de secagem semi-industrial

apresentou melhores caracteristicas tecnolOgicas que o produto obtido em escala

Iaboratorial. Entre as principals mudangas destacam-se, o aumento do tamanho

de particula, major densidade bruta e de compactagäo e rendimento operacional;

• 0 desenho da torre de secagem, dotado de aspersor giratOrio, e o major teor de

sOlidos presentes na solugâo a secar foram fatores determinantes para as

melhores caracteristicas do produto seco por aspersào obtido;

• A operagão de granulagào, tanto par via seca como por via Umida, foi eficiente

em produzir granulados corn melhores caracteristicas reolOgicas e de

compressibilidade que o PSA;

• Independente da tecnica de granulagão, os granulados apresentaram similar

distribuigao granulometrica, no entanto, as propriedades relativas a densidade e

fisica de compressao variaram de acordo corn a tecnica empregada;

• Os granulados obtidos por via seca apresentaram maiores densidade e pressao

media de deformagao que os granulados obtidos por via Ornida;

• Em relagao ao comportamento compressional, o PSA e granulados obtidos por

via Omida mostraram-se predominante plasticos, enquanto que os granulados

obtidos por via seca apresentaram urn comportamento simultaneamente plastico

e fragmentativo;

• A presenga de Eudragit E, dissolvido em acetona, coma aglutinante para

granulagao por via Omida, proporcionou granulados que apresentaram menor

sensibilidade a umidade atmosfêrica que o PSA e o granulado obtido por via

seca;

• A compressao direta do PSA foi extremamente dependente do tipo de adjuvante

empregado, bem como da forga de compressao aplicada. FormulagOes
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eJaboradas corn croscarmelose sOdica celulose microcristalina

(Avicel PH 101) e forge de compressao de 5000 N produziram comprimidos corn

caracteristicas tecnolOgicas mais apropriadas, ou seja, corn alta resistancia

meth-lice e rapid° tempo de desintegragao;

• Os comprimidos obtidos a partir dos granulados elaborados por via Omida

contendo diferentes proporgaes de Eudragit E, como agente aglutinante,

apresentaram adequadas caracteristicas tecnolOgicas e menor sensibilidade

umidade atmosferica. No entanto, mostraram lenta cedencia do PSA,

principaimente se comparados ao perfil de liberacäo dos comprimidos obtidos por

granulacâo via seca;

• 0 estudo de otimizacao de comprimidos contendo granulado seco evidenciou

que o aumento da proporcao de estearato de magnesio, como fase externa, na

formulacao, ocasiona uma reducao da resistancia mecanica dos comprimidos, no

entanto, nao apresenta significativa influencia sobre o tempo de desintegragao,

parametro este dependente da proporcao de croscarmelose sódica (AC-Di-Sol)

presente na formulacao.

• No desenvolvimento de comprimidos por granulacâo via seca, a foroa de

compressao foi a variavel mais importante do processo e determinante tanto da

resister-rola dos comprimidos como do tempo de desintegragao dos mesmos;

• 0 estudo de otimizacao de comprimidos, contendo alto teor de PSA na forma

granulada, realizado atraves de desenhos fatoriais, permitiu a obtencao de

modelos matematicos validados adequados a predicao das proporcties estearato

de magnesio, croscarmelose sOdica e da forge de compressâo ideals para a

obtencão de comprimidos corn caracteristicas tecnolOgicas definidas;

• Os comprimidos revestidos obtidos alern de apresentarem menor sensibilidade

umidade mostraram elevada resistancia mecanica corn rapid° tempo de

desintegragao e velocidade de cedencia do PSA.
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