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APRESENTAGAO

O presente ftrabalho teve por objetivo geral o desenvolvimento de
comprimidos contendo alto teor produto seco por aspersao de Phyllanthus niruri.
Para atingir esta meta foram estudados diferentes vias de obtengdo de comprimidos,

ou seja, compressao direta e granulagéo por via seca e por via Umida.

A fim de proporcionar ao leitor uma melhor exposigdo do tema, o trabalho foi
dividido em seis capitulo, resumidamente descritos abaixo:

Capitulo 1 — revisdo da literatura, cuja finalidade é de situar o leitor sobre os
assuntos tratados, bem como, importancia e possiveis dificuldades encontradas no
desenvolvimento do trabalho;

Capitulo 2 — caracterizagdo da matéria-prima vegetal, condicdo primaria e essencial
para a elaboracao de uma forma farmacéutica;

Capitulo 3 - desenvolvimento e validagdo do método analitico utilizado para o

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

Capitulo 4 — elaborag&o do produto seco por aspersao e estudos de granulacéo, a
fim de verificar qual a forma mais viavel, tecnologicamente, para elaboracdo de
comprimidos;

Capitulo 5 — desenvolvimenio dos comprimidos. Neste capiiulo est&o descritos os
estudos de compactagao realizados com o produto seco por aspersdo 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 aspersao.

Com excegdo 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 tecnologico e otimizagdao de formas farmacéuticas solidas
contendo alto teor de produto seco por aspersao de Phyllanthus niruri L.
(Euphorbiaceae).

Phylflanthus nirun é largamente utilizada na medicina tradicional, principaimente,
para o tratamento de calculos renais. Estudos farmacolégicos comprovam sua
eficacia e seguranga terapéutica, sugerindo os polifendis, presentes na sua
constituicdo quimica, como possiveis responsaveis por esta atividade biolégica.
Estes dados concedem a esta espécie qualidades favoraveis para o planejamento
de um medicamento fitoterapico. Nesse sentido, foi inicialmente ideada uma forma
farmacéutica sélida. Para tanto foi desenvolvido e validado um método analitico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) visando ao controle de qualidade da
matéria — prima vegetal, produtos derivados e finais. O sistema cromatogréfico foi
capaz de separar satisfatoriamente trés substancias, uma das quais foi identificada
como écido galico. Para as demais, os dados espectroscopicos no UV sugerem ser
uma flavona e um derivado do acido galico. O produto seco por asperséo (PSA) foi
obtido em torre de secagem semi-industrial, dotada de aspersor rotatério. Entretanto,
o produto apresentou elevada sensibilidade a umidade atmosférica, dificultando a
elaboragéo de comprimidos contendo alto teor desse material. Ambas as técnicas de
granulacdo estudadas, por via seca e por via umida, originaram granulados com
satisfatérias propriedades reoldgicas e bom rendimento operacional. A granulacéo
por via umida, devido a alta solubilidade do PSA, sé foi possivel com emprego de
solventes organicos. Neste caso, a resina acrilica, Eudragit E, foi utilizada com a
finalidade de agente aglutinante e protecéo do PSA contra a umidade atmosférica. A
avaliagdo do comportamento dos granulados frente as diferentes umidades
ambientais demonstrou que os obtidos por via umida, contendo Eudragit E na
proporgdo igual ou superior a 5 %, foram menos sensiveis a umidade,
principalmente quando comparados com o PSA e granulados obtidos por via seca.
No entanto, sua compressao causou retardo na cedéncia do PSA. O comportamento
compressional do PSA e dos granulados, avaliados através do modelo de Heckel,
mostrou que ambos apresentaram comportamento essencialmente plastico, com

excecdo do granulado obtido por via seca que mostrou simultaneamente
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comportamento plastico e fragmentativo. O estudo de compressdo com o PSA,
como po e granulado, foi realizado visando a obten¢do de comprimidos com alto teor
de PSA e caracteristicas tecnologicas de alta resisténcia mecanica, rapido tempo de
desintegracdo e baixa sensibilidade a umidade. A granulagdo por via seca pareceu
reunir maiores vantagens em relagdo ao processamento tecnolégico. Os
comprimidos obtidos por essa via, continuaram apresentando elevada sensibilidade
a umidade. Assim, a viabilidade de revestimento pelicular dos comprimidos,
utilizando Eudragit E como filmégeno, foi analisada. O estudo evidenciou resultados
promissores, uma vez que a pelicula de revestimento permitiu uma sor¢do de
umidade mais lenta, conduzindo a um melhor comportamento do produto quando
armazenado em ambiente de elevada umidade relativa, sem alteragéo significativa

da cedéncia dos marcadores quimicos.

UNITERMOS: Phyllanthus niruri, produto seco por aspersao, polifendis, granulagéo,
compressao, Eudragit E, revestimento pelicular



ABSTRACT

Technological development and optimization of solid dosage forms containing
high amount of spray dried extract of Phyllanthus niruri L. (Euphorbiaceae)

The Phyilanthus 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 acryiic 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
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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.



INTRODUGAO GERAL




A populagdo mundial apresenta uma tendéncia crescente a utilizacéo de
agentes terapéuticos de origem vegetal. O aprimoramento do nivel cientifico em
relag@o as plantas medicinais, associados aos precedentes histdricos das mesmas,
como fonte para o tratamento de doencas, favorece e estimula as pesquisas no
campo da fitoterapia (BOYD, 1996). Sendo assim, o usc de plantas medicinais e
produtos dessas derivados, desde que baseado em evidéncias validas, é
recomendado pela Organizagdo Mundial de Saide (AKERELE, 1985 PETROVICK e
col., 1997).

O desenvolvimento galénico de fitoterapicos tem como objetivo a obtencaoc de
formas farmacéuticas com preservagéo e valorizagdo do potencial terapéutico do
vegetal (BASSANI, 1990). No desenvolvimento de um produto de origem vegetal
com fins terapéuticos, um dos requisitos fundamentais para assegurar a qualidade é
o estabelecimento de métodos analiticos validados, para controle tanto da matéria-
prima vegetal quanio de produtos tecnolbgicos intermediarios e finais. Desse modo,
€ imprescindivel um controle analitico rigoroso em todas as etapas tecnolégicas de
transformacao do vegetal para uma forma farmacéutica final (BONATI, 1991;
WORLD, 1998).

No Brasil, a resolugcdo mais recente sobre fitoterapicos, a RDC n° 48/2004,
normatiza o registro de medicamentos fitoterapicos junto ao Sistema de Vigilancia
Sanitaria. Segundo esta resolucao, entre 0s varios requisitos necessarios para o
registro de um fitoterapico, destacam-se especificagbes sobre a qualidade da
matéria-prima vegetal, comprovagao da eficacia e seguranca, relatdrio descritivo de
fabricagdo com especificagbes das operagbes e métodos utilizados, bem como de
metodologia analitica para o controle de qualidade em todas as etapas do processo.
Na auséncia de uma metodologia quimica, o controle de qualidade devera ser
baseado na agdo farmacoldgica preconizada (BRASIL, 2004).

Phyllanthus niruri, conhecido popularmente como guebra-pedra ou erva-
pombinha, € uma espécie com ampla distribuicdo pelos paises tropicais e
subtropicais, sendo suas partes aéreas muito utilizadas como infuso, principalimente,

para eliminacao de calculos renais (SIMOES e col., 1995). Esta espécie vegetal
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apresenta na literatura uma ampla revisdo sobre sua constituicdo quimica e acdo
farmacolégica (CALIXTO e col., 1998), mostrando ser uma planta medicinal que
reine propriedades adequadas a um processamento tecnologico visando &
elaboraggo de uma forma farmacéutica final. A monografia do Phyllanthus niruri
encontra-se em consulta publica para o 5° fasciculo da Farmacopéia brasileira (F.
Bras., 2003).

Nesse sentido, o Laboratdrio de Desenvolvimento Galénico do Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Farmaécia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul iniciou os estudos tecnoldgicos para
esta espécie vegetal com SOARES (1997) padronizando solugbes extrativas e
desenvolvendo um produto seco por aspersao.

Os extratos secos, quando comparados aos demais extratos, apresentam
manipulagdo mais simples, com melhor estabilidade, melhor homogeneidade e
distribuicdo dos constituintes da preparagéo, conferindo & forma final maior garantia
da dose empregada (LIST e SCHIMDT, 1989; SIMOES e col., 2003). Além disso,
podem ser considerados como produtos finais ou intermediarios na preparacgéo de
comprimidos, capsulas, granulados, pomadas e outras formas farmacéuticas
(GAUDY e col., 1991; DE SOUZA e col., 2000; COUTO, 2000 ).

Entre as técnicas de secagem empregadas na preparagdo de produtos secos,
a secagem por aspersdo tem sido empregada com sucesso na industria de
fitoterapicos, principalmente, pelas boas caracteristicas fisicas, quimicas e
tecnologicas que conferem ao produto final, possibilitando a preparacdo de produtos
pulvéreos com caracteristicas bem definidas, como tamanho e forma de particulas
(MASTERS, 1978; BRODHEAD e col.,1992; DE SOUZA e col., 2000). No entanto,
0s extratos secos por aspersdo nao exibem propriedades reologicas e de
compressibilidade apropriadas, além de elevada higroscopia e necessidade de alta
dosagem, exigindo a adicdo de adjuvantes farmacéuticos com a finalidade de
methorar suas caracteristicas. Esses por sua vez, influem diretamente nas
caracteristicas tecnoldgicas dos produtos obtidos (LIBERMAN e col, 1989;
RENOQUX e col., 1996; DE SOUZA, 1999; VOIGT, 2000).
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A literatura registra poucos trabalhos sobre compressao de extratos secos
vegetais (PLAIZIER-VERCAMMEN e BRUWIER, 1986; VENNAT e cof., 1993;
GONZALEZ ORTEGA e SCHMIDT, 1995; PETROVICK e col., 1995; RENOUX e
col., 1996; LINDEN e col., 2000; DE SOUZA e col., 2000, COUTO e col., 2000,
SOARES e col., 2003).

A grande maioria dos estudos com extratos secos vegetais versam sobre a
avaliacdo da influencia de adjuvantes farmacéuticos na tentativa de obter
formulagbes adequadas & compressdo. No entanto, grande parte deles evidencia a
dificuldade da obtencdo de comprimidos pela técnica de compressao direta, sendo
sugerido a granulag&o 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 fransformaco dos extratos secos
vegetais em uma forma farmacéutica é sua elevada higroscopia, comportamento
este que, segundo SCHILLER e colaboradores (2000), pode estar relacionado ao
conteudo de acucares e acidos organicos, geralmente, presentes em grandes
quantidades nas solugbes 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 liberagdo imediata, baseia-se em encontrar um filmogeno cuja
unica fungdo seja prote¢do contra alteragdes ambientais, uma vez que os polimeros
de revestimentos podem ocasionar interaces indesejéveis, bem como dificultar a
liberagdo do produto da forma farmacéutica (PEREZ, 1995, SCHMID e col., 2000).

Sendo assim, os objetivos desse trabalho séo:

1. Desenvolver e validar uma metodologia analitica para o controle de
qualidade da matéria — prima vegetal Phyllanthus niruri e produtos derivados;




2. Elaborar e caracterizar tecnologicamente um produto seco por

aspersao de P. niruri utilizando equipamento semi-industrial;

3. Realizar estudos de granulacéo, por via seca e umida, com o produto

$eCco por aspersao;

4. Avaliar a influéncia de diferentes adjuvantes farmacéuticos na

compresséao direta do produto seco por aspersdo,

5. Verificar a viabilidade de obtencdo de comprimidos a partir de
granuiados de produto seco por aspersao utilizando Eudragit E como agente

aglutinante;

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

na forma de granuiado seco;

7. Avaliar a viabilidade de obtencdo de comprimidos revestidos com
pelicula de Eudragit E, bem como a estudar a estabilidade fisica em ambientes

com temperatura e umidade relativa controlada.



CAPITULO 1: Revisao de Literatura




1. Controle de qualidade de matéria-prima vegetal

O uso de plantas medicinais para a cura ou alivio dos mais variados males
esta em continua expanséo ac nivel mundial em razdo de diversos fatores, tais
como, o surgimento de novas doencas sem tratamento apropriado e a crenga, ainda
vigente, de que medicamentos a base de plantas sdo indcuos, principaimente,
quando comparados com farmacos convencionais (SCHENKEL e col., 1985,
CAPASSO e col, 2000). Esta dltima justificativa apesar de inverossimil,
considerando o potencial téxico de algumas espécies medicinais, favorece o
consumo indiscriminado de produtos a base de plantas gerando grandes riscos a
saude (FARIAS e col.,, 1985; CALIXTO, 2000, MENGUE e col., 2001).

Em uma tentativa de diminuir as distorgdes, usos equivocados g,
principalmente, a comercializago irracional de produtos de origem vegetal uma
série de resolucdes foram estabelecidas, em nivel mundial, no sentido de
desenvolver critérios cientificos e métodos de comprovacéo da seguranca e eficacia
dos produtos de origem vegetal (WORLD, 1998).

O desenvolvimento de um fitoterapico, assim como todo o medicamento,
requer um rigoroso controle de qualidade desde o momento de seu planejamento
contemplando, também, todas as etapas de produgéo, a fim de garantir eficacia e
seguranc¢a terapéutica. A constituicdo gquimica de produtos de origem vegetal, bem
como as caracteristicas da matéria-prima, depende tanto de fatores agronémicos,
cuitivo, época de colheita e condigbes climaticas, como de fatores tecnoldgicos,
relacionados ao processamento empregado na transformag&o de uma droga vegetal
em uma forma farmacéutica final, o que dificulta a definicdo de parémetros de
qualidade, podendo estes variar de acordo com a origem do vegetal (MAGALHAES,
1997; LIST e SCHMDT, 1989; BAST e col,, 2002; FARIAS, 2003).

Apesar das dificuldades, ha um consenso mundial da necessidade de se
estabelecer métodos 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 vém sendo
publicadas (WORLD, 1996, 1998; FDA, 2000). O protocolo de avaliagéo de uma
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matéria-prima vegetal, além de uma rigorosa identificacdo botanica, deve incuir
técnicas de avaliagdo fisico-quimicas, tais como, a determinagdo do teor de
umidade, teor de extrativos, ensaios de pureza, para identificacdo de metais
pesados, bem como avaliagdo qualitativa e quantitativa da constituicdo quimica da
matéria-prima e analise microbiolégica (WORLD, 1998). Todos esses ensaios além
de garantirem a qualidade favorecem a elaboracdo e padronizagéo de produtos
derivados (FARIAS, 2003).

Os problemas mais freqlentes da comercializagdo de produtos vegetais estao
relacionados com a substituicdo da droga, adulteragédo e nao uniformidade da
composigdo quimica (FARIAS e col., 1985). ZUCCOLOTO e col. (1999) apontaram a
substituicdo da droga vegetal, contaminagdo microbiolégica, presenca de produtos
de degradagédo e auséncia de constituintes quimicos, como principais causas de
rejeicdo da qualidade de produtos fitoterapicos comercializados em uma cidade

especifica no Brasil.

A identificacdo e a quantificacdo quimica de produtos vegetais constitui um
outro problema, pois apesar da existéncia de modernas técnicas de analise quimica,
o controle de qualidade analitico fica dificultado ou mesmo inviabilizado em razéo da
complexidade quimica presente no vegetal, onde as substancias ativas, quando
identificadas, geralmente, encontram-se presentes em pequenas concentracées,
obrigando a utilizagdo de outras substancias existentes em maiores quantidades,
como marcadores quimicos, que nem sempre participam da atividade terapéutica
(CALIXTO, 2000; BAST e col., 2002).

O controle microbioidgico realizado na matéria-prima vegetal é um ensaio
imprescindivel para garantir a qualidade de produtos derivados de plantas medicinais,
pois a presenca de microrganismos, além de representar riscos ao usuario do
medicamento, pode interferir na estabilidade do produto (WORLD, 1998; CZECH e
col., 2001). As drogas vegetais, devido a propria origem, estdo sujeitas &
contaminagdo por microrganismos oriundos do solo e da agua, ou introduzidas
durante o seu manuseio, porem, através de processos de extracdo a quente, para a
preparagao de solugbes extrativas, podem-se obter produtos com reduzida carga

microbiana. Entretanto, dependendo do grau de contaminagao inicial da droga vegetal
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esse processo pode nao ser efetivo (ARAUJO e OHARA, 2000; MARTINS e col.,
2001).

A Organizacdo Mundial de Saude estabeleceu os limites maximos de
aceitacéo de microrganismos para produtos de origem vegetal, considerando limites
para a droga vegetal e produtos derivados para uso interno (tabela 1).

Tabela 1: limites maximos de contaminac&o microbiana em produtos de origem
vegetal para droga vegetal (A) e produtos derivados (B) (WORLD, 1998).

. . Limite maximo (UFC/g)
Microrganismos X B
Aerébios 10’ 10°
Fungos e feveduras 107 10°

UFC = unidade formadora de coldnia

2. Material vegetal

As evidéncias para o uso de uma espécie vegetai com fins medicinais, bem
como transformagéo da mesma em um medicamento podem ser apoiadas em uma
variedade de dados, tais como uso tradicional documentado, estudos experimentais,
ensaios pré-clinicos e clinicos.

O uso tradicional fornece informagdes sobre os beneficios da espécie vegetal,
bem como tipo de preparagéo e forma de tratamento (ELISABETSKY e DE SOUZA,
2003). Dados sobre a constituicdo quimica sdo importantes para a identificacdo de
possiveis substancias ativas, o entendimento de provaveis mecanismos de agdo,
assim como, o reconhecimento de constituintes téxicos. Por sua vez, estudos
experimentais e epidemiologicos servem para comprovagao da eficacia e seguranga
terapéutica. Estes conjuntos de dados e informagdes podem ser Uteis na
comprovacgao da eficacia do fitoterdpico e na identificacdo de possiveis reag{:es
adversas (BAST e col., 2002).

2.1 Phyllanthus niruri

Phyffanthus niruri L. — Euphorbiaceae destaca-se entre as espécies do género
Phyllanthus como uma das mais largamente usadas na medicina popular, fato este,
provavelmente relacionado a sua ampfa distribuic&o 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 espécie é conhecida popularmente como quebra-pedra ou erva-
pombinha, sendo suas partes aéreas utilizadas sob a forma de infuso ou decocto,
visando, principaimente, auxilio na eliminagdo de calculos renais (urolitiase)
(SIMOES e col., 1995). Outras indicagdes populares incluem agao no tratamento de
nefrites, cistites, pielites, hepatite do tipo B, afecgbes renais e urinarias, malaria,
febre tiféide, desordens menstruais, albuminiria e verminoses (PIO CORREA, 1969;
MATOS, 1989; UNANDER e col., 1991; SIMOES e col., 1995).

A comissao permanente de revisdo da Farmacopéia Brasileira, na monografia
proposta para o quinto fasciculo da farmacopéia brasileira, descreve a droga como
sendo proveniente de duas subespécies de Phyllanthus niruri, a saber: P. niruri ssp.
niruriL. e P. niruri ssp. lathyroides (Kunth) G.L. Webster (F. Bras. IV, 2003).

2.1.1 Estudos botanicos

Phyllanthus niruri L. € uma espécie nativa da América, de distribuigdo
cosmopolita, ocorrendo no Brasil do Norte até o Sul. O género Phyllanthus reune
cerca de 550 espécies distribuidas em 10 subgéneros e 50 se¢des (WEBSTER,
1870; UNANDER e col., 1990).

Este género apresenta algumas espécies muito semelhantes entre si e a
literatura fornece poucos elementos que assegurem inequivocamente a identidade
do vegetal, possibilitando sua substituigdo por outras espécies 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 com o

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

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

as espécies P. niruri e P. tenellus, estas podem ser diferenciadas através de

caracteristicas morfolégicas e anatdmicas (tabela 2).

Tabela 2: caracteristicas morfoldgicas e anatémicas das espécies Phyllanthus niruri

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

Exomorfoldgicos P. niruri P. tenellus
Folhas forma: oblonga - elipticas forma: eliptica

apice: atenuado apice: obtuso

base: assimétrico base: aguda
Estipulas numero: 2 (desiguais) numero: 4 postas

forma: triangular lanceolada
apice: longo e estreitamente agudo
e acicular

forma: triangular |
apice: arredondado |

Flor masculina

diametro: 3,5 mm até 0,3 cm
pedunculo: 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

Flor feminina diametro: 5 mm até 0,4 cm diametro: 1,1 mm
pedunculo: 4 a 5 mm pedunculo: até 4 mm
pedicelo: 0,1a 0,4 cm cor: verde
cor. avermelhado estilo: preso ao ovario
estilo. ereto

Fruto didmetro: 4 mm diametro: 2 mm

{altura: 1,5a 2 mm altura: 1 mm

Semente longitude: 1,5 mm jongitude: 2 mm
latitude: 1,5 mm latitude: 1 mm

Polen perprolado esférico

anatbmicos

folhas hipostomatica anfistomatica

caule colénquima: laminar, 1- |colénquima: laminar, 1a2
estratificado estratificado

parénquima: conteudo lipidico
paredes celulares delgada
medula: abundantes gréos de
amido

parénquima: sem conteldo
paredes celulares grosas
medula: abundantes graos de
amido

Visando contribuir com estudos de caracterizagdo botéanica de espécies do
género Phyllanthus, ULYSSEA (1993) realizou um trabalho detalhado de descricdo e
identificacdo morfologica de vdrias espécies encontradas na regido de Santa
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Catarina, destacando as flores e as sementes do P. niruri como elementos chaves

para diferenciag&o botanica entre as espécies.
2.2.2 Estudos agrondomicos

A garantia de qualidade de um produto fitoterapico inicia com a padronizacdo
dos procedimentos ligados ac cultivo do vegetal, desde o plantio e coleta até os
passos posteriores como, secagem, estabilizagdo, armazenamento e transporte. A
producdo em larga escala requer o fornecimento de matéria-prima vegetal em
grandes quantidades, evidenciando que o cultivo de espécies vegetais com atividade
terapéutica comprovada é de grande importancia tanto para a produgéo abundante e
homogénea da matéria-prima como para a preservacdo da espécie e da
biodiversidade (IKUTA, 1993, REIS e col., 2003).

Os estudos agrondmicos realizados com o P. njruri demonstram que a
propagacéo é feita através de sementes. O desenvolvimento vegetativo € continuo,
isto &, sdo plantas anuais de ciclo curto, que florescem apds 30 a 60 dias no campo.
Plantas novas se desenvolvem, continuamente, em grande numero, formando
touceiras do vegetal, 0 que dificulta estabelecer o momento ideal de colheita
(MAGALHAES, 1997).

O Centro de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agrondmicas
(CQPBA/UNICAMP/SP) tem estudado esta espécie vegetal com a finalidade de
estabelecer parametros agricolas que possibilitem o cultivo em escala comercial. A
pesquisa inclui observacbes sobre germinacdo de sementes, pragas, doencas,
capacidade de rebrota, proporcdo de matéria fresca/seca e insetos visitantes
{MONTANARI JUNIOR, 2000). Estudos da propagacao in vitro também tém sido de
interesse dos pesquisadores (ISHIMARU e col.,1992).

2.2.3 Estudos fitoquimicos

A espécie P. niruri tem sido muito estudada fitoquimicamente, sendo relatados
na literatura o isolamento e a identificagdo de varios compostos organicos,
destacando-se os alcaldides, benzendides, cumarinas, flavonoides, lignanas,
lipidios, fitalatos, esterbides, taninos e triterpenos. No entanto, muitos desses

compostos permanecem estruturaimente desconhecidos, ainda ndo sendo possivel
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atribuir quais as substancias responsaveis pelas acoes farmacoldgicas referenciadas
no uso terapéutico (FREIRE e COSTA, 1980; CALIXTO e col, 1998). A tabela 3
contém um resumo das principais substancias isoladas dessa espécie vegetal.

Tabela 3: substancias quimicas iscladas e atividades biolégicas atribuidas & espécie

Phyllanthus niruri
Substancia Extraggo |  Atividade Bibliografia
campferol — 4 — Maceragéo
ramnopiranosideo; etandlica a CHAUHAN e col,,
eriodictiol — 7 — quente, 15 dias 1977
ramnopiranosideo | (raizes)
inibidora da aldose
o o Etanol 70 % a | redutase; inibidora
acido galico; &cido quente da ECA*, UENO e col., 1988
elagico e geranina e
(todo vegetal) antialérgica e
analgésica
inibidora da Hiv-1
nirurisideo metanol transcriptase QUIANCUTRONE e
(folhas) col., 1996
reversa
acido galico,
epicatequina,
galocatequina;- :
epigalocatequina, Cultura de tecidos ISHIMARU e
epiatequina 3-0O- (raizes) col.,1992
galato e
epigalocatequina 3-
O-galato ‘
Eter de petrdleoc e
pirurina etgnol ( GUPTAe AHh?gsD‘i
(partes aéreas)
4-metdxi-securinina Cloroformio e MULCHANDAN e
€ 4-metdxi-nor- metanol HASSARAJANI,
securinina | (todo vegetal) 1984
filantina, Hexano e metanol | Z'S”ﬂg‘}r_i ?123& | ANJANUJULU €
hipofilantina, seguido de a ET(A) recobinante col., 1973;
nirtetralina e fracionamento humano HUSSAIN e col,,
nirantina 1995.

L (partes aéreas)

* Enzima Conversora de Angiotensina

Na revisao fitoquimica da espécie P. niruri verifica-se que, embora a literatura

registre a presenga de diferentes compostos quimicos, existe uma grande
dificuldade de isolamento, identificacdo e reproducdo dos resultados. Como

exemplos tém-se os estudos realizados por CALIXTO e colaboradores (1998) e por
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SOARES (1997), os quais ndo conseguiram evidenciar a presenca de alcaléides em

espécies de P. niruri cultivadas no Brasil.

SOARES (1997) e DA SILVA (1999) analisando, por cromatografia em
camada delgada, o extrato aquoso obtido das partes aéreas de P. niruri, observaram
uma grande variedade de polifendis, porém néo puderam confirmar a presenca de
rutina. A rutina € um flavonéide relatado para o extrato etanédlico do vegetal (GUPTA
e AHMED, 1984). Esse fato, pode ser explicado pela variagdo quimica de acordo
com as condi¢cdes ambientais e geograficas nas quais a espécie foi cultivada e ou
pela baixa concentracdc dos compostos presentes no vegetal (CALIXTO e col,,
1998).

Observa-se na literatura que a maioria dos estudos fitoquimicos s&o
realizados com extratos metandlicos e etandlicos do vegetal, encontrando-se poucos
registros sobre a constituicdo quimica do extrato aquoso, forma sob a qual é

utilizado popuiarmente.
2.2.4 Estudos farmacoloégicos

Etnofarmacologia

A espécie Phyllanthus niruri €, dentro do género Phyffanthus, a mais utilizada
na medicina popular (CALIXTO e col., 1998). Etnofarmacologicamente sua utilizagdo
terapéutica é devida, principaimente, aos efeitos no tratamento de infecgGes
geniturinarias, porém outras agdes também sdo 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 estdo descritos, resumidamente, os principais usos populares

desta espécie vegetal.
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Tabela 4: etnofarmacologia do Phyllanthus niruri (ROSS, 1999)

Pais/Regido Extrato — parte utilizada Aplica¢do
Africa Infusdo - partes aéreas diurético
decocgdo - raizes ictericia
Brasil decocgéo — sementes diabetes
infusdo — folhas doengas renais

Guiana Francesa infusdo — folhas colagoga

. . - febre, indigestéo e
Haiti infusdo - folhas espasmolitico
) decocgao — partes aéreas diarréia, ictericia
india suco — planta fresca doengas genito-urinarias

infus@o — planta inteira diabetes, doencas urinarias

ilanda decocgéo - raizes e folhas | doencas venéreas
Malasia infus&o - folhas emenagoga
México infuséo - folhas emético
Peru infusdo — planta inteira doencas renais
Filipinas decoccao — planta inteira emenagoga
Porto Rico infusdo - folhas [ febre
Sudéao infusdo - folhas analgésico
Tailandia infusdo — planta inteira antipiretico, diuretico e

antiinflamatério.

Atividade Farmacolégica - Ensaios Pré-Clinicos e Clinicos

MELO e colaboradores (1991) relataram que o infuso das fothas de P. niruri
ocasionou uma redugdo do crescimento de calculos renais induzidos
experimentalmente em ratos, o que foi atribuido ao aumento da diurese,
confirmando o uso popular desta espécie na urolitiase.

CAMPOS e SCHOR (1999) investigaram os efeitos in vitro do infuso aquoso
5 % (m/V), obtido a partir de todas as partes de P. niruri em um modelo de
endocitose de cristais de oxalato de célcio por células renais caninas. O extrato
apresentou um potente efeito inibitdrio da internalizagao dos cristais de oxalato de
calcio. Apesar do mecanismo de acdo ainda n&o ter sido elucidado, as suposicdes
sobre o efeito foram mudancas no metabolismo de calcio ou inibicdo da proteina
quinase C por agdo dos taninos presentes no extrato aquoso, uma vez que taninos
isolados de P. amarus mostraram-se potentes inibidores de varias quinases,
inclusive da quinase C (POLYA e col., 1995). Esse estudo mostrou, também, que o
extrato aquoso ndo ocasionou alteragdes bioquimicas e danos celulares, nem

mesmo quando doses de 500 e 1000 ug/mi foram testadas.
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FREITAS e colaboradores (2002) avaliaram o efeito cronico do infuso aquoso
5 % (m/V), preparado a partir de todo o vegetal e administrado oralmente (1,25
mg/ml/dia), em inibidores urinarios de cristalizago de oxalato de célcic e de fatores
associados com formagdo de caiculo renal. O modelo utilizado foi a urolitiase
induzida através da introducé@o de sementes de oxalato de calcio na bexiga de ratos
machos Wistar adultos. Os resultados demostraram que o tratamento dos ratos com
extrato de P. niruri causou grande inibic&o no crescimento da matriz de calculo e
reducdo dos calculos satélites, além disso, dos 22 animais tratados 3 eliminaram ou
dissolveram, por completo, os calculos. Os autores concluiram que o extrato aquoso
de P. niruri tem um efeito inibitério no crescimento de cristais de oxalato de calcio
sendo independente de mudangas na excregado urinaria de citrato e magnésio, a
qual néo foi afetada pelo extrato, mas podendo estar relacionada com a indugéo de
uma maior incorporagéo de glicosaminoglicanos nos calculos.

SANTOS (1990) realizou estudo experimental em ratos com o modeio de
calculo vesical por oxalato de calcio e verificou que o grupo de ratos que recebeu a
infusdc das partes aéreas P. niruri, apds 42 dias de experimento, apresentou
elevacdo do volume urinério, dos niveis de creatinina e do sédio urindrios, além de
reducao do crescimento do calculo vesical. O autor acredita que, de modo geral, os
resultados obtidos reforcam a possibilidade de que as substancias presentes no
infuso tenham acgédo através do aumento de provaveis inibidores da litogénese.

TONA e colaboradores (1999), estudando a atividade antimalarica de vinte
extratos vegetais, observaram que o extrato, obtido por da maceracdo de
Phyillanthus niruri, planta inteira, com etanol e diclorometano, apresentou eficiéncia
na inibicdo do crescimento do parasita Plasmodium falciparum. O ensaio in vitro
demonstrou que o extrato de diclorometano apresentou 100 e 81,7 % de inibicdo no
crescimento de P. falciparum nas concentragdes de 600 a 6 ug/mi, respectivamente.
Enquanto que, o extrato alcdolico, nas mesmas concentragbes, mostrou uma

inibicdo de 100 e 64 %, respectivamente.

QUIAN-CUTRONE e colaboradores (1996), estudando o extrato metanélico
das folhas do vegetal, obtido sob refluxo, isolaram uma substancia chamada de
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nirurisideo que se mostrou um especifico inibidor da enzima HIV-1 transcriptase

reversa.

HUSSAIN e colaboradores (1995) atribuiram as lignanas hipofilatina e
nirtetralina um potente efeito antagonista do peptideo vasoconstritor endotelina,
cujas caracteristicas sugerem envolvimento no processo de hipertensdo. Essas
lignanas agiriam seletivamente, inibindo a ligagdo dos agentes ativadores da

endotelina, impedindo assim um dos mecanismos da hipertensao.

UENQO e colaboradores (1988) também relataram acéo anti-hipertensiva do P.
niruri. ao constatarem que extratos obtidos a partir desse vegetal, planta inteira,
elaborados com diferentes soiventes sob aguecimento, séo eficazes na inibicdo da
enzima conversora da angiotensina. Os extratos testados apresentaram a seguinte
ordem crescente de inibicdo hexano < cloroférmio < aquoso < etanol 70 % < n-
butanol. Os autores avaliaram, também, a atividade do &cido galico, acido elagico e
da geranina, isolados do extrato etandlico do vegetal e, concluiram que, embora
todos tenham atividade, a geranina é a mais eficaz.

Outra acdo farmacologica estudada para P. niruri € a atividade
hepatoprotetora. PRAKASH e colaboradores (1995), avaliando a ag&o do extrato
etanolico da planta inteira, de P. niruri; P. urinaria e P. simples, obtido através da
extracdo exaustiva em soxhlet, em células hepaticas de ratos, concluiram que
apenas P. niruri € P. urinaria possuem acao hepatoprotetora, sendo que, embora
ambos tenham efeito dose dependente, a agdo do P. niruri € superior & do P.
urinaria. A maior atividade do extrato etandlico de P. niruri é atribuida a presenca de
flavonodides, lignanas (filantina) e compostos aciclicos, sendo a auséncia de um ou
mais desses componentes, em especial da filantina, os quais poderiam ser ativos, a
justificativa para a auséncia de atividade do P. simples e diminuida -agéo do P.
urinaria.

SANTOS e colaboradores (1995) estudaram o efeito analgésico do extrato
hidroalcodlico da planta inteira, obtido por macerac&o por um periodo de 15 dias, de
quatro espécies de Phyllanthus: P. urinaria, P. tenellus, P. niruri e P. sellowianus, e
concluiram que todos exibiram uma potente acdo analgésica em ratos, tanto

administrados intraperitonealmente como oralmente. Segundo MIGUEL e
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colaboradores (1996), a agdo analgésica pode ser atribuida aos elagitaninos
presentes nestas espécies, pois, avaliando a agédo da geranina e furosina isoladas
de P. sellowianus em constricdes abdominais induzidas por acido acético em ratos,
observaram que estas substancias possuem uma agdo analgésica superior a

farmacos como o 4cido acetilsalicilico e o paracetamol.

Ainda visando o entendimento do mecanismo antinociceptivo causado pelos
extratos hidroalcolicos de Phyllanthus, SANTOS e colaboradores (1995b) estudaram
os efeitos analgésicos produzidos por macerados hidroalcdlicos de P. urinaria € 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 o0s extratos testados exibiram potente
atividade anaigésica, 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., inibicdo 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 inibicdo de 68 e 75 % para P.
urinaria e P. niruri, respectivamente. Quanto ao mecanismo de agdo dos extratos,
segundo os modelos de antagonismo testados, parece ndo estar relacionado a
receptores opidides, sintese de prostaglandinas, liberagéo de glicocortictides nem
com a interagdo com receptores adrenégicos e serotoninérgicos, assim como nao
estar envolvido com modelos ligados & arginina ou ao 6xido nitrico, uma vez que
nenhum desses modelos foram capazes de antagonizar a acédo analgésica dos
extratos. Segundo os autores, a atividade analgésica no modelo da dor induzida por
capsaicina sugere que 0s compostos ativos presentes nos extratos podem agir

através de interacao com as taxininas.

VENKATESWARAN e colaboradores (1987) estudaram o efeito in vitro e in
vivo de um extrato aquoso de Phyllanthus niruri, preparado por decocgéo da planta
inteira, sobre o virus da hepatite B. Os estudos in vitro demonstram gque o extrato foi
capaz de inibir a atividade da enzima DNA polimerase do virus da hepatite B, onde a
inibicdo foi diretamente proporcional a concentragéo do extrato. A dose de 600 ul/mi

promoveu uma inibicdo de 82 %, além disso, impediu a reagdo antigeno-anticorpo
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(HBsAg-Anti-HBs). Os ensaios in vivo foram realizados através da administragéo do
extrato por via intra-peritoneal (i.p.) e subcutanea, usando como modelo animal
marmotas (Marmota monax), as quais, quando infectadas pelo virus da hepatite,
apresentam respostas patoldgicas semelhantes ao ser humano. Os autores
concluiram que o extrato aquoso de P. niruri quando administrado por via i.p.,
provoca uma significante diminuigdo dos niveis séricos do antigeno da hepatite, no
entanto, guando administrado por via subcutanea nado se mostrou eficaz. Os
resultados demonstraram que o extrato aquoso inibiu a replicagdo do virus da

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

Estudo realizado por KHANNA e colaboradores {2002) atribuiu atividade
hipolipémica aoc macerado aquoso de Phyllanthus niruri. Segundo os autores, a
espécie vegetal é capaz de inibir a biossintese de colesterol hepatico, aumentar o
catabolismo das lipoproteinas de baixa densidade, ativar as enzimas lecitina-
colesterol acetiltranferase e lipases teciduais. Assim, tais efeitos podem contribuir
para acéo hepatoprotetora do P. niruri.

Ensaio clinico realizado por SANTOS (1890) através da utilizagdo de um
decocto aquoso das partes aéreas de Phyllanthus niruri, administrado na dose de
20g/500ml/dia, por um periodo de 3 meses, a 10 pacientes portadores de caiculose
renal demostrou que o uso do cha, quando comparado ao grupo controle, propiciou
uma maior eliminac¢do dos calculos renais

MEIXIA e colaboradores (1995), estudando a agéo de exiratos P. amarus, P.
niruri e P. urinaria em pacientes com 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 também se mostrou eficiente.

2.2.5 Estudos toxicolégicos

SANTOS (1990) realizou estudos toxicoldgicos, agudos e cronicos com
infusos das partes aéreas Phyllanthus nirui, a fim de verificar a provavel ocorréncia
de efeitos toxicos. 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 crbnica foram avaliados individuos com
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histéria prévia de calculose renal, sendo administradas doses de 20 g/500 mi/dia do
infuso de P. niruri. Os par@metros avaliados foram os resultados dos exames
bioquimicos, hematolégicos e cardiovasculares. No ensaio de toxicidade aguda
verificou-se que as doses crescentes e sucessivas do infuso n&o provocaram
alteragbes em nenhum dos pardmetros analisados, em todos os individuos. Apenas
com a dose maior (15 g/200 mi/dia) foi observada diminuigdo do nivel de creatinina
plasmatica. o que pode significar um uso benéfico do cha através da estimulagéo
renal. Quanto ao uso crénico do infuso, os pacientes foram acompanhados por 3
meses, ndo sendo observado nenhum efeito toxicolégico crénico, bem como
modificacdes no volume urinério nem nos parametros bioquimicos e hematolégicos

analisados.
2.2.6 Qutras atividades

Além de toda potencialidade terapéutica atribuida para espécie Phyllanthus
niruri. ainda encontra-se na literatura relatos de que esta espécie vegetal tenha
indicios de atividade antimicrobiana (UNANDER e col. 1991). GARCIA (2000)
avaliou a atividade do extrato aquoso, fragbes de acetato de etila e de butanol,
obtidas a partir da maceracéo de partes aéreas de P. niruri, contra germes gram-
positivos e negativos, e concluiu que as fragbes testadas inibiram o crescimento de
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Bacillus subtilis e Micobacterium luteus, bem
como. Klebisiella pneumoniae e Escherichia coli, no entanto, o extrato aquoso n&o

se mostrou ativo contra os microrganismos citados.
2.2.7 Estudos tecnoldgicos

Estudos tecnoldgicos realizados com a espécie P. niruri s80 escassos, 0S
poucos trabalhos registrados na literatura foram desenvolvidos no Laboratério de

Desenvolvimento Galénico desta Instituicdo de ensino.

SOARES (1997) estudou a padronizacdo de exirato aguoso e
desenvolvimento de um produto seco por aspersdo a partir desta espécie vegetal,
observando que a decoc¢do foi a metodologia de extragdo a apresentar maior teor
de flavondides totais. O desenvolvimento de produtos secos por aspersao (PSA) a
partir de solugdes aquosas de P. niruri mostrou-se viavel. No entanto, o produto
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obtido, embora, contendo como adjuvante de secagem didxido de silicio coloidal,
apresentou tendéncia & aglomeracéo e pouca estabilidade quando submetido a
atmosfera controlada de 63 % de umidade relativa.

COUTO (2000) realizou estudos de compressdo com o produto seco por
aspersdo desenvolvido segundo metodologia descrita por SOARES (1997) e
concluiu que 6 mesmo possui deficientes propriedades de fluxo e densificagéo,
caracteristicas necessarias para a compressdo direta. A autora comprovou a
inviabilidade de utilizacdo da técnica de compressédo direta para produgdo de
comprimidos de PSA de P. nirun, mesmo utilizando adjuvantes para melhorar as
caracteristicas tecnolégicas da mistura de pds. Além de observar aderéncia de po as
ferramentas de compressdo, os compactos obtidos ndo apresentaram
caracteristicas tecnolégicas adequadas. A utilizacdo de maiores concentragbes de
didxido de silicio coloidal, como lubrificante, ndo alterou o comportamento de
compresséo do pd. Por outro lado, a presenga de estearato de magnésio foi
essencial, pois diminuiu problemas de fric¢cao na fase de ejecao dos comprimidos.

A estratégia empregada por COUTO (2000) consistiu, entdo, no
desenvolvimento de granulados contendo alto teor de PSA de P. niruri por meio de
granulagao por via seca, a partir de compactos contendo alto teor de PSA, o que
permitiu a obtencdo de um produto intermediario granular com propriedades
tecnologicas favoraveis a compressao, porém observou que o granulado apresentou
problemas frente & umidade ambiental.

Foram encontrados sete documentos de patente relacionados com o assunto
Phyllanthus sp., sendo seis pedidos americanos € um de abrangéncia internacional
(tabela 5), nenhum dos quais relata 0 emprego de extratos aquosos por aspersio na
obtencdo do produto seco. Trés dos pedidos de patente incluem preparagbes
contendo produtos derivados da espécie Phyllanthus niruri.
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Tabela 5: pedidos de patente relacionados com o género Phyifanthus.

Patente Alegacdo Invento | Inventor
Produto seco composto,
Produtos essencialmente por
hepatopropterores e | extrato de Rheum emodi, | MEHROTRA e col.,
US 6.136.316( para o tratamento de Phyflanthus amarus, 2000.
condigdes relacionadas | Eclipta alba, Andrographis | (DABUR, 2000)
ahepatite Be E paniculate e Picrorhiza
kurroa
Fracao enriquecida [
obtida de P. amarus e | Fragdo enriquecidade P. | PREMILA e col.,
WO 00/56347 | produtos derivados amarus 2000
para o tratamento de (WORLD, 2000)
hepatite
. . Filostantina A, lignana
US 4.997.817 | FIaMOStana ACOmo | gjicosidica extraida de | (amizona jo01)
cilostatico raizes de P. acuminatus ’
Produto farmacéutico | Extrato metandlico de P. | vENKATESWARAN
US 4.673.575| para o tratamento da niruri preparado com e col.,, 1987
hepatite viral todas as partes do vegetal (FOX, 1987)
Derivados de Filantostatina 1, 2 e 3; PETTIT 1883
US 4.388.457 | filantostatinas como | Filantosideo extraidos de (UNIVERSITY 1983)
citostatico raizes de P. acuminatus ’
I v e —
US 4.937.074 tratamento de L e col., 1990
infeccies retrovirais agentes antivirais, como o (FOX. 1990)
AZT e DDC.
Dois produtos, o LIVZON -
composto elaborado com
Produtos ayurvédico ext_ratqs SECos de P.
para a profilaxia e nirur, 7lnosposr_a
tratamento da SIDA, | Codfolia, P emblica, | ROHATGI, 199
US 5.529.778 ' Terminalia belerica e T. (LEBLANC &

gripe, tuberculose e
outras
imunodeficiéncias

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

antidysenterica, Picrorhiza

kurrooa e Swertia chirata

BECKER, 1996)

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

Os polifendis representam um complexo grupo de substancias com potenciais

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

destaque na comunidade cientifica, que vem desenvolvendo diversos métodos

analiticos visando a avaliacdo qualitativa e guantitativa desses compostos
(ESCARPA e GONZALEZ, 2001).
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O desenvolvimento de métodos analiticos para quantificacdo de polifenois em
solugdes extrativas de plantas medicinais revela grandes dificuldades,
principaimente, devidas a diversidade de substancias presentes na amostra, as
quais exigem alta seletividade e especificidade. A generalizacdo da aplicagcéo de
uma técnica idealizada para um determinado analito, na maioria das vezes, é
inviavel. Embora o objeto de andlise seja a mesma substancia ou grupo quimico, a
origem da matriz em analise, como por exemplo, outra espécie ou até mesmo outra
parte do vegetal, pode causar insucesso de sua aplicacdo, especialmente face a
interferéncia dos constituinies particulares aquela amostra (CARVALHO, 1997
SOARES, 1997; DA SILVA, 1999).

ESCARPA e GONZALEZ (2001), comparando dois métodos analiticos para
doseamento de polifendis, especificamente taninos, em solugdes extrativas vegetais,
concluiram que o método espectroscopico, quando comparado & CLAE,
superestimou o conteudo polifendlico dos extratos, uma vez que os agucares e

proteinas soluveis constituem importantes interferentes na metodologia de analise.

Dessa forma, atualmente, na grande maioria dos estudos analiticos realizados
com polifendis, a CLAE tem sido a metodologia de escolha, principaimente, devido a
sua versatilidade e precisdo (DING e col., 1999). Colunas cromatogréficas de fase
reversa (Cys ou Cg), conjuntamente com fases moveis compostas de acetonitrila e ou
metanol em meios aquosos acidos, associados a detecgdo UV/vis constituem os
sistemas mais empregados. Na tabela 6 estdo descritas, de forma resumida, as
condigbes cromatograficas, apresentadas na literatura, para analise desses
compostos em solucdes extrativas vegetais.

Embora exista registro na literatura de varios métodos analiticos para a
quantificacdo de polifendis, a maioria apresenta uma série de limitacdes
relacionadas a eficiéncia da separacdo entre os compostos. Frequentemente, os
problemas estdo ligados a matriz biolodgica, que € constituida por uma mistura
complexa, contendo, além dos polifendis, outras substancias que coeluem e
absorvem em mesmo comprimento de onda de analise. Estas podem possuir
comportamento cromatografico semelhante aos compostos de interesse e também
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interferir negativamente na analise (ESCARPA e GONZALEZ, 2001; MILBURY,
2001).

Tabela 6: sistemas empregados em CLAE para andlise de polifendis em extrativos

vegetais
Coluna Fase mével Detector referéncias
Nucleosil Cis |A)HsPO4 0,01 M (G) UVivis ESCARPA e
B)MeOH GONZALEZ (2001)
Kingsorb C1g [ CH30H:H20:H3PO4(1) UV/vis WANG e col. (2000)
Nova-Pak Cis | A)MeOH:AcOH:H20 UVivis RODRIGUEZ-
(10:2:88 viv) (G) fluorométrico | DELGADO e col.
B)MeOH:AcOH:H.0 (2001)
(90:2:8 viv)
Zorbax SB-Cqs | MeOH:H,0:AcOH UVivis DING e col,, 1999
(30:70:0,1 viv) (1)
Spherisorb A)ACN (G) UV/vis VINAS e col., 2000
0ODS-2 B) AcOH 5% fluorométrico
MCM-C1s AHP0.0,1 M(G) UV/vis MILBURY, 2001
B)ACN:MeOH:H3sPO,
(10:60:30 viv)
Hypersil Cig A)ACN: H,O:FcOOH UVivis ANDLAUER e col,
(10:90:5 viv) 1999
B)ACN: H,0:FcOOH
(90:10:5 viv)

G = gradiente; | = isocratico; MeOH = metanol; AcOH = acido acético; ACN = acetonitrila; FCOOH =
acido formico

O tipo de coluna cromatografica € importante fator para a eficiéncia de um
método de analise por CLAE (CROZIER e col., 1997, CLAESSENS e col., 1998;
DALLUGE e NELSON, 2000). WANG e colaboradores (2000), analisando polifendis
em solugbes extrativas, avaliaram sob as mesmas condigdes, duas colunas,
Kingsorb Cig (5 um, 150 x 4,6 mm d.i., 80 A) e Nucleosil C1g (5 pm, 150 x 4,6 mm
d.i., 100 A), ambas com mesmo tipo e grau de substitui¢ao, diferenciando-se apenas
pelo tamanho de poros do recheio, observaram que, apesar de ambas mostrarem
respostas semelhantes, a Kingsorb apresentou completa separacéo de todas as
substancias presentes nas amostras. Fato semelthante foi observado por DE SOUZA
e col. (2002) que, analisando flavondides em solugdes extrativas de Achyrocline
satureioides, verificou que a substituicdo da coluna cromatografica Lichrospher Cis
(5 um, 250 x 4 mm d.i., 80 A) por uma Shimadzu Csg (5 um, 250 x 4,6 mm d.i., 80 A),

as quais diferenciam-se apenas pelo diametro interno da coluna, sob mesmas
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condicbes experimentais, resultou em significativa melhora na resolugéo e
separagéo dos picos.

A grande variedade de colunas de fase reversa disponivel no mercado,
diferencia-se quanto ao tipo de ligante, grau de substituicdo, tamanho, forma das
particulas e porosidade do material de enchimento da coluna. Mais importante,
contudo, séo as propriedades relativas a polaridade da fase reversa que determinam
a seletividade das mesmas (CLAESSENS e col., 1998).

Durante o desenvolvimento de um método de analise por CLAE, assim como
qualquer técnica analitica, faz-se necessario planejar e executar a sua validaco,
para garantir que o mesmo seja exato, especifico, reprodutivel e resistente dentro da
variagdo especificada na qual a substancia em exame sera analisada (SWARTZ e
KRULL, 1997). A validacdo dos métodos assegura a credibilidade durante o uso
rotineiro (THE UNITED, 2000).

No Brasil, apds a publica¢éo da portaria n° 8 (BRASIL, 1995), revogada pela
RDC n° 17 (BRASIL, 2000), por sua vez revogada pela RDC n° 49 (BRASIL, 2004),
a validacdo dos métodos 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 validagéo do método depende,
principalmente, da técnica utilizada e do tipo de amostra. Assim, em uma tentativa
de harmonizar os requisitos para registro de medicamentos, a Conferéncia
Internacional de Harmonizagéo (ICH, 1396) tem elaborado diretrizes e normas para
a execucdo de atividades de validagéo analitica, entre outras. As normatizagdes da
ICH sugerem testes que devem compor um processo de validacdo, salientando as
peculiaridades inerentes aos métodos quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos (ICH,
1996).

De forma geral, os principais testes realizados para a validagao de uma
metodologia analitica incluem ensaios de linearidade, precisdo (repetibilidade e
precisdo intermedidria), exatiddo, limites de quantificagdo e detecgdo, robustez e
resisténcia (ICH, 1996; THE UNITED, 2000).
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Com relacéo a matéria — prima vegetal de Phyllanthus niruri, hd uma grande
deficiéncia na literatura quanto aos métodos de doseamentos de seus constituintes
guimicos. 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 matéria-prima vegetal e derivados, propds-se a desenvolver e vaiidar
metodologias analiticas para quantificacdo de flavonodides nas partes aéreas de P.
niruri. Os resultados demonstraram que os métodos espectrofotométricos avaliados,
apesar de possuirem repetibilidade e precisdo intermediaria satisfatoria,
apresentaram erros sistematicos, limitando as condi¢cdes experimentais a faixas de
trabalhos definidas. O método de quantificacdo desenvolvido pelo autor, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), também apresentou erros

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

A monografia do Phyifanthus niruri, descrita no quinto fasciculo da
Farmacopéia Brasileira, propde, como método de quantificacdo do acido galico
presente na matéria-prima, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
utilizando coluna cromatografica de fase reversa Cis (5 um, 250 x 4,0 mm d.i),
sistema gradiente linear com fase moével de metanol:agua:acido trifluoracético
(30:70:0,05 v/v) como solvente A e metanol:acido trifluoracético (100:0,05 v/v) como
solvente B, eluindo em fluxo de 0,5 mi/min e detecgdo UV/vis em 275 nm (F. Bras.
IV, 2003).

4. Extratos secos vegetais obtidos por spray-drying

Na elaboracdo de um fitoterapico, a preparagéo de solugdes extrativas,
contendo as substancias quimicas de interesse terapéutico, constitui uma etapa
preliminar que, apos a retirada da agua ou solvente, conduz & obtengdo de um
produto intermediario, geralmente, um extrato seco. Gs extratos secos vegetais sdo
produtos intermediarios que apresentam vantagens de maior estabilidade quimica e
facilidade de armazenamento, manuseio e transporte (LIST e SCHIMIDT, 1989). O
tipo e condigGes de secagem devem ser estabelecidos de acordo com a constituigéo
guimica do material a secar, bem como com as caracteristicas desejadas ao produto

acabado.
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A secagem de extratos vegetais contendo substancias termolabeis exige,
preferencialmente, técnicas de secagem a baixas temperaturas. A liofilizagao,
técnica que consiste no congelamento do produto a temperaturas negativas e
posterior secagem, através de sublimagdo do gelo, sob acédo de vacuo, pode ser
uma boa escolha para produtos termolabeis, no entanto, tecnologicamente, essa
técnica produz pds extremamente leves, muitos volumosos e com elevada
higroscopicidade o que a torna pouco utilizada na industria de fitoterapicos
(WENDEL e CELIC, 1998; LIST e SCHMIDT, 1989). Por outro lado, a secagem por
asperséo € muito utilizada para a produgdo de extratos vegetais pois, apesar de ser
uma técnica executada em temperaturas elevadas, entre 150 e 200 °C, o reduzido
tempo de contato do produto com a fonte calorifica permite sua utilizagdo para
substancias sensiveis ao calor, além do que origina pdés com melhores
caracteristicas tecnolégicas e passiveis da otimizagdo através de alteragbes de
alguns parametros de secagem (MASTERS, 1978; BROADHEAD e col., 1992)

A secagem por aspers@o (Spray-drying) consiste em uma operagdo de
secagem de solugdes, suspensdes, emulsbes ou pastas, por divisdo em finas
goticulas no interior de uma camara provida de ar quente, a fim de obter a
evaporagao do solvente e a recuperagdo de um produto seco no estado particulado.
Existem varias denominagdes para os produtos obtidos por essa técnica, tais como,
produto seco por aspersdo, produto seco por nebulizacdo e produto seco por
pulverizagcdo (MASTERS, 1978, WENDEL e CELIK, 1998).

A secagem por aspersdo € uma técnica muito utilizada nas empresas
quimicas, alimenticias, bioquimicas e farmacéuticas. Entre as varias razdes para sua
ampla utilizagdo destacam-se a capacidade de obteng&o de produtos particulados
com propriedades pré-definidas, como tamanho e forma de particulas, otimizacdo de
producdo possibilidade de eliminacdo de etapas no processo de fabricacdo de
formulagbes, como granulacdo, revestimento e formagé&o de complexos, além da sua
aplicabilidade para materiais tanto sensiveis quanto estaveis ao aquecimento
(MASTERS, 1978; BROADHEAD e col., 1992; WENDEL e CELIK, 1998).

A otimizacdo das caracteristicas fisicas e quimicas dos produtos secos,

obtidos através dessa técnica, envolve a comparagao entre os parametros do
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processo, tais como aquecimento, vazéo de ar, fluxo de alimentacdo, viscosidade,
tens&o superficial do produto fluido a secar, desenho, dimenséao e principio de
funcionamento do dispositivo de aspersdo (WAN e col., 1991; BROADHEAD e col,,
1992).

A técnica de secagem por aspers@o tem recebido um grande destaque no
desenvolvimento de fitoterapicos, principalmente, devido & maior facilidade de
obtencdo de produtos com maior concentragdo de constituintes quimicos, sem
degradacgdo e perda de atividade farmacologica e, comparada a outras técnicas de
secagem, com methores caracteristicas tecnologicas (MARTINS, 1997). Além disso,
os produtos secos por aspers@o apresentam maior estabilidade e podem ser
utilizados tanto como produto final como intermediarios na produgdo de outras
formas farmacéuticas (CASADEIBAG, 1987; LIST e SCHMIDT, 1989; DE PAULA e
col., 1998).

A utilizagcdo de adjuvantes de secagem tem sido fator primordial para a
otimizacdo da operacdo de secagem por aspersdo, 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 otimiza¢do do rendimento, bem como para a definigdo e a
melhoria das caracteristicas tecnoldgicas 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 didxido de silicio coloidal e o fosfato de caicio (BASSANI, 1990;
GONZALEZ ORTEGA e SCHMIDT, 1995).

DE SOUZA e colaboradores (2000a) utilizaram a técnica de secagem por
aspersao para elaboragdo de um 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 asperséo, preparado somente com Aerosil 200,
foi o que apresentou melhores caracteristicas tecnolédgicas, principaimente no que

se refere ao comportamento frente 2 umidade.

A secagem por aspersdo tem sido empregada com sucesso no Laboratorio de

Desenvolvimento Galénico do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias
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Farmacéuticas da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul. Essa técnica tem sido utilizada ndo apenas para obtencao de extratos secos
vegetais mas também para o estudo de formulagdes, visando o aumento da
estabilidade e ou a liberagéo 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 através da secagem por asperséo
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 aspersao, por ser do tipo bocal pneumético com 0,7 mm de
diametro, impede a presenca de altas concentragdes de solidos no produto a secar,
0 que contribui para o reduzido didmetro das particulas obtidas (MASTER, 1978).

O tipo do bocal aspersor e a natureza do produto a aspergir sdo dois fatores
com papel fundamental sobre as caracteristicas do produto seco obtido. Os
dispositivos de aspersdo podem ser classificados em: bocais pneumaticos e discos
rotores. Nos primeiros, a selegdo dos diametros das particulas é feito pelo diametro
interno da agulha injetora, j4 os discos rotores, devido ao prépric desenho, permitem
que o liquido a secar seja distribuido a partir do seu centro e através da forgca
centrifuga gera a formagdo de goticulas maiores, o que favorece o0 aumento do
didmetro de particulas do produto obtido (MASTERS, 1978; BROADHEAD e col.,
1992). SOARES (2002) utilizando aparelho semi-industrial, com aspersor de disco
rotor. para secagem de solucdo extrativa aquosa de Phyllanthus niruri, obteve um
produto com tamanho de particula consideravelmente maior que o produzido, em
escala de bancada, com aspersor tipo agulha.

4.1 Compressao de extratos secos por aspersao

As deficientes propriedades tecnoldgicas dos exiratos secos, associadas ao
fato de que, geralmente, as substancias ativas estdo 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 operagcdo de
compactacdo, tornando a compressao direta praticamente impossivel (LIST e
SCHMIDT, 1989; PALMA e col., 1999).

No entanto, a maioria dos poucos estudos disponiveis sobre formulagées de
comprimidos contendo exiratos secos vegetais utiliza misturas de adjuvantes e a
técnica de compressdo direta para a obtengdo de comprimidos. Os resultados
demonstram que os adjuvantes sdc essenciais para a obtencdo 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, 1988;
DE SOUZA e col., 2000).

LINDEN e colaboradores (2000) estudaram a viabilidade de produgéo de
comprimidos, por compressao direta, de PSA de Passiflora edulis produzido com
fosfato de caicio, e utilizaram o planejamento estatistico através da analise de
superficie de resposta para otimizar as caracteristicas farmacotécnicas das
formulagdes estudadas. Os autores empregaram dioxido de silicio coloidal (Aerosil
200) como deslizante, croscarmelose sédica (Ac-Di-Sol) como desintegrante e
celulose microcristalina como material de carga/agliutinante, concluindo que a
proporcdo de Aerosil 200 na formulagdo afetou positivamente a dureza dos
comprimidos e que o Ac-Di-Sol, além de diminuir o tempo de desintegracéo, também
influenciou a dureza dos comprimidos de forma dependente da concentracdo de

Aerosil 200 presente na formulagéo.

PLAIZIER-VERCAMMEN e BRUWIER (1986), avaliando a influéncia de
adjuvantes na compress&o direta de extrato seco de Harpagophytum procumbens,
observaram que, mesmo com a utilizagdo de adjuvantes, as formulacoes
apresentavam elevada aderéncia as ferramentas de compresséo, dificultando a
obtencdo dos comprimidos. Os comprimidos obtidos apresentaram-se altamente
higroscopicos, sugerindo a necessidade de um revestimento para prote¢ao contra
umidade. Fendmeno semelhante foi observado por DE SOUZA (1999) e COUTO e
colaboradores (2000), na compressdo direta de extrato seco por aspersdo de

Maytenus ilicifolia € Phyllanthus niruri, respectivamente. Os autores concluiram que,
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além da higroscopicidade, os produtos compactados obtidos n&o apresentaram
caracteristicas tecnolégicas adequadas para uma forma farmacéutica comprimido,
mas viaveis a serem utilizados como produtos intermediarios para granulacao por
via seca.

ROCKSLOH e colaboradores (1999) otimizaram, através de redes neurais
artificiais, 0 tempo de desintegracdo de comprimidos contendo alta dosagem de
extrato seco vegetal. Neste estudo, os autores, mantendo constante a concentragcao
de exirato seco vegetal nas formulagdes, comparam duas técnicas de compressao,
direta e com granulacao prévia por via seca. Verificaram, que nos comprimidos com
extrato n&o granulado, a redu¢&o do tempo de desintegragao estava condicionada a
um aumento do peso dos comprimidos. Por outro lado, os comprimidos obtidos apds
granulagéo apresentaram baixo tempo de desintegragao, sendo suas caracteristicas
finais menos dependentes da concentragdo do extrato.

PLAIZIER-VERCAMMEN e colaboradores (1991), estudando a acdo do
Emcocel® 50 e Emcocel® 90, adjuvantes derivados da cefutose microcristalina, na
compressao direta de extrato seco de Equisefum arvense, verificaram uma grande
segregagéo de particulas refletida na variagdo de peso dos comprimidos, além
disso, observaram que a friabilidade e o tempo de desintegracdo dos mesmos
dependeram tanto dos adjuvantes, como da forga de compresséo aplicada.

Os problemas relativos & elevada higroscopia dos extratos foram estudados
por PLAIZIER-VERCAMMEN e DE NEVE (1993)" que avaliaram, comparativamente,
as alteracbes sofridas por comprimidos placebos e outros com 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 protecdo contra umidade mostraram eficacia somente
para os placebos, pois a elevada higroscopicidade do extrato seco foi responsavel
pelo aumento da fragilidade dos comprimidos, em ambientes com UR% acima de 22
%.

' PLAZIER ~ VERCAMMEN, J.A e DE NEVE, R.E. Pharmazie, n.48, p.441-446, 1993. Apud PEREZ, LMD.
Disefio y evaluation de comprimidos convencionales e de cesion controlada de extratos secos

(Pfantago lanceolata). Santiago de Compostela: Universidade de Santiago de Compostela, 1995. Tese de
doutorado
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PEREZ (1995), estudando o comportamento de compressdo de granulados
contendo polimetacrilatos, Eudragit® E e Eudragit® RS, observou que os
granulados, mesmo contendo propor¢des reduzidas dos polimeros, apresentaram
significativas melhoras em suas propriedades reologicas. Todas as formulagées
originaram comprimidos com adequadas propriedades mecanicas € com velocidade
de dissolucdo dependente da proporcdo de polimero empregada e da forga de
compressdo aplicada. O revestimento dos comprimidos com uma pelicula de
Eudragit E permitiu sua conservagao durante 1 ano a temperatura ambiente, sem
apresentarem alteragdes consideraveis no peso ou no conteddo de substancias

quimicas.

O emprego de altos teores de extratos secos vegetais e, em certos casos, a
precaria estabilidade de alguns de seus componentes, podem inviabilizar a utilizagcéo
da granulacgdo por via Umida (PLAIZIER-VERCAMMEN e BRUWIER, 1986; LIST e
SCHMIDT, 1989; VENNAT e col., 1993). Por conseguinte, a maioria dos trabalhos
indica a granulagdo por via seca, seguida do revestimento com pelicula, como
técnica alternativa na obtencdo de produtos intermedidrios 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 e col. (2002a) estudando a compresséo de
granulados de extratos secos obtidos a partir da erva de Sao Jodo, concluiu que
comprimidos que continham o extrato seco na forma granulada apresentaram tempo
de desintegragao cerca de trés vezes menor que 0s comprimidos elaborados com o
extrato na forma de po. Além do que, estudos de dissolucdo 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 concentragdo de estearato de magnésio incorporado
nos granulados, como fase interna, reduz sua influéncia negativa no tempo de
desintegracdo dos comprimidos mantendo, no entanto, sua funcdo de lubrificante
(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 substancias, entre elas, agucares, resinas e
polimeros (LE HIR, 1995).

Segundo PETROVICK (2003), entre os inimeros motivos para revestimento
de comprimidos destacam-se os apresentados na figura 2.

umidade

agéo ambiental < oxigénio do ar

luz

. Protecdo d tancia ati . )
1. Protegio da substancia ativa d pH do trato gastro-intestinal

acéao fisiologica
enzimas
impacto na mucosa

2. Protecéo do paciente caracteristicas organolépticas desagradaveis

agressées fisioldgicas

Temporal

3. Gerenciamento do perfil de cedéncia
Local

Figura 2: oprincipais justificativas para o revestimento de comprimidos
(PETROVICK, 2003)

O controle do perfii de cedéncia dos comprimidos estd diretamente
relacionado ao tipo das substancias de revestimento utilizado (VOIGT, 2000; VILA
JATO, 1997; ANSEL e col., 1999).

O processo de revestimento pode ser realizado basicamente em dois fipo de
equipamentos: turbinas de revestimento e torres de leito fluidizado. A evolugéo
tecnoldgica dos equipamentos tem sido no sentido de diminuigdo do tempo de

revestimento e redugao da intervencdo do operador no processo, uma vez que, em
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muitos casos, 0 processo apresenta carater quase que artesanal {SEITZ e col.,
2001).

Os comprimidos utilizados no revestimento costumam ser chamados de
nucieos e sua adequabilidade ao processo depende de algumas caracteristicas, tais
como dureza, forma, superficie, tamanho, sensibilidade ac calor e capacidade de
interagéo com o produto de revestimento. Contudo, devido a existéncia de diferentes
técnicas de revestimento, as caracteristicas dos nucleos variam de acordo com as
exigéncias de cada uma (BAUER e col., 1998).

De forma geral, as caracteristicas dos nucleos para o revestimento englobam
a resisténcia & abrasdo, que deve ser suficiente para suportar as movimentos de
rolagem e fricgdo sofridos nas turbinas, bem como o impacto e atrito guando
submetidos ao leito fluidizado; - a forma, sendo mais adequada a biconvexa porque
permite aos nucleos rolarem livremente nas turbinas com o minimo de contato entre
eles; - a superficie lisa, mas com propriedades de mothabilidade favoraveis a
aderéncia, pois para que o revestimento adira ao comprimido os seus constituintes
tém que molhar a superficie do mesmo, e por fim; - a estabilidade ac calor, uma vez
que 0 aquecimento, necessario para evaporagdo do solvente, pode representar um
efeito adverso aos farmacos termolabeis (BAUER e col.,, 1998; SEITZ e col.,, 2001).

O produto de revestimento consiste em uma mistura de substancias,
responsaveis 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 o0 pelicular, os quais exigem

equipamentos apropriados e caracteristicas especiais dos comprimidos.

O revestimento com agucar, chamado de drageamento, constitui 0 método
classico e consiste na aplicagdo de varias camadas de revestimento sendo a
sacarose o principal componente. O processo de drageificacéo inclui uma seqiiéncia
de etapas, consumindo tempo, materiais e energia. Apesar de encontrar-se em
declinio, uma vez que & uma iécnica morosa e praticamente manual, onde ©
sucesso do produto depende da habilidade do operador, ainda é bastante usada,
principalmente, para melhorar a aparéncia e caracteristicas organolépticas dos

comprimidos. O processo de drageificacdo é realizado em turbinas de drageamento
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operadas mecanicamente. A solugcdo de revestimento e aspergida com aplicacdo
conjunta de ar quente a fim de acelerar a secagem da cobertura (BAUER e col,,
1998). Esta técnica resuita em comprimidos que podem ter o dobro do tamanho e do
peso dos nucleos originais, o que do ponto de vista do paciente pode significar em
uma desvantagem, pois comprimidos maiores sdo mais dificeis de degiutir (VILA
JATO, 1997; ANSEL e col,, 1999; VOIGT, 2000;).

O revestimento pelicular, técnica derivada da drageificacdo, ocorre pela
aposicdo de uma fina camada de polimero, hidrossoltvel ou ndo, que forma uma
camada continua sobre os comprimidos. Com isto apresenta, sobre a drageificagao,
a vantagem de originar comprimidos de peso e forma proximos dos originais aiém de
ser uma técnica, relativamente, simples e rapida. (BAUER e col., 1998; SEITZ e col.,
2001). O mecanismo de revestimento pelicular (figura 3) consiste na evaporag¢éo
rapida do solvente frente a asperséo do liquido de revestimento com subsequente
incremento da concentracdo do polimero na superficie dos nucleos, posterior
coalescéncia e formagao do filme de revestimento.

Figura 3: mecanismo de formagao do filme de revestimento

As substancias filmdgenas mais empregadas, geralmente, s&o derivados de
celulose (hipromelose, hielose), poligbis de alta massa molecular e poliacrilatos
(Eudragit®). A selecdo do polimero ou associagéo desse com coadjuvantes permite
a obtencdo de peliculas que podem ser, segundo o modo de agédo desejado,
insolliveis, permeaveis ou muito soluveis a um determinade pH (ALAM e PARROT,
1972, MARTINEZ-PACHECO e col., 1988, LE HIR, 1895; VILA JATO, 1997).
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Os filmégenos podem ser aplicados na forma de dispersées aquosas ou de
solugbes preparadas com solventes organicos. Os componentes de formulacoes
tipicas de revestimento pelicular, com base aquosa e naoc-aquosa, estdo

discriminados na tabela 7.

As formulagdes preparadas como dispersdes aguosas apresentam
desvantagens relacionadas & lenta evaporacéo do solvente e, assim, problemas
resultantes da presenca de umidade e do tempo de exposi¢do & acéo do calor. As
formulacbes preparadas com solventes volateis proporcionam procedimentos de
revestimento mais rapido, mas apresentam dificuldades de trabatho devido a

emissao de vapores inflamaveis (LE HIR, 1995).

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

1999)

Revestimento ndo-aquoso Revestimento aquoso
Componentes exemplo Componentes exemplo
Formador de pelicula acet%fﬁlilf\ato de Formador de pelicula] éteres de celulose
Adesivos polietilenoglico!

Plastificante 6leo de mamona § Plastificante propilenoglicol
Tensoativos polissorbatos
Opacificantes e . .~ . | Opacificantes e .
corantes diéxido de titanio corantes oxido de ferro
Flavorizantes baunitha
Agentes de brilho cera de abelha
. mistura alcoof- . .
Veiculo acetona Veiculo agua

Dentre os varios filmégenos, os polimetacrilatos (Eudragit®) sdo bastante
utilizados e apresentam algumas vantagens, destacando-se a elevada estabilidade e
possibilidade de solubilidade em meio acido ou base de acordo com ¢ tipo de
substituinte (WADE e WELLER, 1994; PETEREIT E WEISBROD, 1999, VOIGT,
2000).

Os Eudragit® sdo resinas acrilicas que podem ser utilizadas como filme de
revestimento, dependendo da finalidade desejada existem diferentes tipos. Os
Eudragit® E, por exemplo, copelimeros catiéricos do dimetiletiimetacritato e
metacrilatos neutros, possuem grupos aminos tercidrios, fracamente basicos que,

em solugao acida, formam sais, sendo soluveis em meio acido e insoldveis em meio
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basico e neutro. Os Eudragit utilizados em revestimento entérico, tipos L e S, sdo
polimeros aniénicos derivados do acido metacrilico apresentando o grupamento
carboxila como grupo funcional, dissolvem-se em faixas de pH de 5,5 a 7,0. Os
Eudragit utilizados com ¢ objetivo de liberagao prolongada, tipo RL, RS e NE, sdo de
dois tipos, copolimeros de acrilato e metacrilato apresentando amoénio quartenério
como grupamento funcional, e copolimeros etilacrilato e metilmetacrilato com grupos
ésteres neutros, podem ser insollveis e ou permeaveis e o perfil de liberagado pode
ser determinado através da proporgéc de mistura dos dois polimeros, bem como da
espessura ou da concentracio do filme de revestimento (HOEPFNER e col., 2002).

A figura 4 e tabela 8 apresentam um resumo dos diversos tipos de Eudragit ®
existentes no mercado. Os do tipo Eudragit E® que possuem grupos basicos, séo
soliveis em suco gastrico; os do tipo Eudragit L® e S®, apresentando grupos
acidos, sdo utilizados em revestimentos resistentes ao suco gastrico e soluveis em
meio entérico. Os Eudragit RL® e Eudragit RS® possuem grupos quaternarios e sao
destinados a formas medicamentosas com liberacdo modificada da substancia ativa
(WADE e WELLER, 1994; VOIGT, 2000).

/,'CHZ\EECHZ\E%CHQE%
(::=o LS
OR o
Figura 4: formula estrutural do Eudragit® (R’ = alquila e R = ver tabela 2)

Tabela 8: tipos de Eudragit (VOIGT, 2000)

Eudragit® - Tipo | R [ Caracteristica
E12.5: E100 { -CO-0-CHo-CHz- fsomvel em pH 2-5; intumesce em pH 5-8
N(CHs)>
E30D | -CO-O-CHxCH. intumesce em pH 2-8 modificavel
L12,5; 190 1 solivel em pH 6-8; insolivel em pH 2- 5,5
L30D | -COOH soluvel em pH 5,5-8; insoltvel em pH 2-5
$12,5 S90 ] dificilmente soltvel em pH 7-8; insollvel
em pH 2-6,5
RL12,5; RL100 intumesce em pH 2-8 e facilmente
I -CO-CHz CHN(CHa)a | permeavel P
RS12,5; RS100 t intumesce em pH 2-8 e dificiimente

| permeavel
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Apesar de serem fracamente reativos, alguns polimetacrilatos, dependendo
das propriedades fisicas e do grupamento ibnico, possuem algumas
incompatibilidades, tais como, coagulagao, através de mudancas de pH, com alguns
solventes organicos e extremas temperaturas. Além disso, dispersGes de Eudragit L
30D, RL 30D, L 100-55 e RS 30 D s&o incompativeis com o estearato de magnésio
(WADE e WELLER, 1994; PETEREIT E WEISBROD, 1999). No entanto, os
polimetacrilatos s&o ainda menos passiveis de interacbes quimicas e reagbes de
degradac&o que os polimeros derivados de celulose (PETEREIT E WEISBROD,
1999). SCHMID e colaboradores (2000) observaram tendéncia de aglomeracio
durante o processo de revestimento de ibuprofeno com Aquacoat® ECD, dispersao
polimérica contendo etolose. Andlises de calorimetria diferencial exploratéria e
difracdo de raio-X foram utilizadas para identificar possiveis interagées entre o
ibuprofeno e o Aquacoat®. Os resultados mostraram que o aicool cetilico,
plastificante, presente no Aquacoat®, foi responsavel pela diminuigcdo do ponto de
fusdo do ibuprofeno, gerando uma tendéncia a aglomeragdo entre os cristais de
ibuprofeno durante o processo de revestimento. Esse estudo destaca que os
adjuvantes utilizados na dispersao polimérica para revestimento podem conduzir a

interagdes inesperadas.

As caracteristicas dos filmes de revestimento determinam a forma de
liberag&o das substancias ativas. Pode ocorrer dissclugdo do revestimento através
da formagado de sais com o suco gastrico ou intestinal, permitindo a desintegracéo
do comprimido e liberagdo da substancia ativa. No entanto, no caso de
revestimentos com materiais insoliveis em agua, porém permeaveis, em um
primeiro momento, as substéncias ativas se difundem através do revestimento
pelicular pela penetracéo de agua, o que provoca um intumescimento do comprimido
gerando uma pressdo interna capaz de romper o revestimento e a partir de entéo
facilitar a completa desagregacdo do comprimido. Logo, utilizando revestimentios
insoluveis 0s ensaios analiticos, geralmente, restringem-se a avaliagdo de perfil de
liberagdo das substancias ativas através do doseamento das mesmas (VOIGT,
2000).

PRIEDERRE e colaboradores (1997), aralisando varios filmes de

revestimento, concluiram significantes diferengcas na protecdo contra umidade
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atmosférica e no perfil de dissolugdo, de acordo com a natureza do farmaco e do
agente de protecao utilizado.

Poucos sao os estudos de revestimento em comprimidos contendo extratos
secos vegetais, 0 que, no entanto, apresenta-se como uma estratégia interessante
na protecdo contra umidade atmosférica e aumento da estabilidade. SCHMIDT e
SOYKE (1992) estudaram a viabilidade de revestimento com polimeros de extratos
secos de camomila (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-soluveis (Eudragit-E-100®, Kollidon-
VA-64®, Pharmacoat-603®, Resomere®), de revestimento entero-soldveis
(Eudragit-L-100®, Aquacoat®) e filmogenos que provocam a difusdo por membrana
(Ethocel-7®). Através de um estudo preliminar os autores observaram que a
decomposigéo da matricina é acelerada por polimeros contendo grupos carboxilicos,
pelo contréario filmes sem esses grupamentos, particularmente de etolose (Ethocel-
7®) e derivados basicos de polimetacrilato (Eudragit-E-100®), aumentam a
estabilidade da matricina. O revestimento do extrato seco de camomila mostrou um
aumento da meia vida da matricina em mais de 50 % em relagdo ao extrato nado
revestido.

PEREZ (1995), estudando a estabilidade de comprimidos de extrato seco de
Plantago lanceolata revestidos com Eudragit E-100 ® e armazenados em ambiente
com umidade relativa controlada de 50 %, concluiu gue, por um periodo de 1 ano,
nédo houve modificagdo consideravel dos perfis de liberac@o dos comprimidos, nem
alteracdo do contetido de glicosideos iriddides, considerados as substéncias ativas
do extrato.

JEKO e colaboradores (1999) compararam diferentes filmes de revestimentos
para comprimidos contendo extrato seco de sena. Entre os filmogenos testados, os
mais eficazes, em aumentar a estabilidade dos comprimidos frente a alierages
ambientais, foram a dispersdo aquosa de etolose e a dispersdo aquosa de &cido
polimetacrilico, sendo a eficacia de revestimento atribuida a hidrofobicidade desses

polimeros.



CAPITULO 2 - Caracterizagao da Matéria-Prima Vegetal
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1. INTRODUGAO

O uso de plantas medicinais e produtos derivados é recomendado pela
Organizacao Mundial de Salde, desde que baseado em evidéncias verdadeiras
(AKERELE, 1985; PETROVICK e col, 1997). O aumento do interesse por
medicamentos oriundos de plantas advém, principaimente, do crescimento do nivel
de conhecimento cientifico a seu respeito. Novas evidéncias, resultantes de
pesquisas realizadas, conduziram & reavaliagdo das plantas medicinais e de seus
produtos derivados, dando suporte a sua utilizacdo como agentes terapéuticos
validos (BOYD, 1996, MARQUES e PETROVICK, 2003).

Phyllanthus niruri, conhecido popularmente como quebra-pedra, € uma
espécie vegetal muito utilizada popularmente para eliminacdo de calculos renais
(SIMOES e col, 1995). A literatura registra uma ampla revisdo sobre sua
constituicdo quimica e agdo farmacoldgica (CALIXTO e col., 1998), apresentando
propriedades adequadas a um processamento tecnoldgico visando a elaboragdo de
uma forma farmacéutica final. No entanto, € uma planta pertencente a um género
com muitas espécies semelhantes entre si, sendo muitas vezes utilizada
equivocadamente (AMAT e col., 1991, UNANDER e col., 1991).

Nesse sentido, o Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, iniciou com SOARES (1997) os estudos
tecnoldgicos para esta espécie vegetal por meio da padronizacdo de solugbes
extrativas. COUTO (2000), visando a estabelecer parametros de qualidade utilizando
técnicas de caracterizacdo para matérias-primas vegetais, comparou e caracterizou
lotes de P. niruri procedentes de mesmo local de plantio, porém com diferente época
de coleta, verificando diferencas entre os lotes, provavelmente devidas a variagdo
biologica dos mesmos.

Dessa forma, o presente capitulo tem como objetivo a caracterizacéo da
matéria-prima vegetal que sera utilizada para o estudo de formulagdo de uma forma
farmacéutica sélida compacta.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS
2.1.1 Matéria-prima vegetal

A droga vegetal em estudo foi constituida de partes aéreas de Phyllanthus
niruri L., adquirida da empresa distribuidora de plantas medicinais Quimer Comercial
Litda. (Sao Pauio). O material recebido foi previamente seco, sendo que os dados de
identificacdo boténica e caracteristicas de tratamento prévio do material foram
atestados através de ficha de informagdes agrondmicas fornecida pelo respectivo
fornecedor.

2.1.2 Solventes, reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados, a ndo ser que ocorra especificagdo contraria,
apresentaram grau de pureza pro-analise.

Acetato de etila (Synth);

acetona (Nuclear);

acetonitrila (Ominisolv ® Merck);

acido acético glacial (Synth);

acido cloridrico (Nuclear);

acido férmico (Synth);

cloreto de aluminio hexaidratado (Merck),

cloroférmio (Nuclear);

éter etilico (Synth);

hidréxido de aménio (Merck),

iso-propanol (Nuclear),

metanol (Nuclear),

metenamina (LAPPS/UFRGS);

n-butanol (Nuclear);
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poligol 400 (Delaware);
solucéo de vanitina cloridrica a 1 % (m/V) F. Bras. Ili;
solugdo metandlica de cloreto férrico a 10 % (m/V) F. Bras. llI;
t-butanol (Merck).

2.1.3 Substancias de referéncia

&cido galico (Merck);

acido elagico (Merck),

acido tanico (Merck),
catequina(Sigma);
epicatequina (Sigma);
isoquercitrina (Extrasynthése);
quercitrina (Extrasynthése);
sacuranetina;

rutina (Rothichrom).

2.1.4 Aparelhos, equipamentos e outros materiais

Apareiho de tamisacgao vibratério Retac 3 D, com tamises de acordo com a F.
Bras. |V

balanga analitica Mettler PM 200 com sistema de secagem por infravermelho
Mettler CP16;

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

cromatofolhas de gel de silica GFas4 e celulose microcristalina (Whatman —
254, 100 pm);

cromatografo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu) com possibilidade de
eluicdo em sistema gradiente, deteccdo no UV, injetor automatico, e
gerenciamento de dados externos através do soffware L.C-10;
espectrofotdmetro de varredura Hewlet-Packard 8452A;

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

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

" Gentilmente fornecida pelo Dr. Sérgio Bordignon e Prof. Dr. Eloir Schenkel
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pape! whatman n°® 3
potencidometro Digimed DM pH 2;
prensa hidraulica manual Hafico com capacidade para 5 L
purificador de agua Milli-Q Pius Millipore;
2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Tratamento da droga e preparagdo da matéria-prima vegetal

O material vegetal recebido foi selecionado manualmente, sendo separados
folhas e ramos para tratamento individual. Apés a selegao, as partes do vegetal
foram pesadas, separadamente, e amostras retiradas para a analise da perda por
dessecacéo (PD %). Todo o material que se encontrava com valor de PD % acima
de 12 % foi rasurado manualmente e submetido & secagem em estufa de ar
circulante, separadamente folhas e ramos, & temperatura de 45 °C + 2 °C, até
estabilizacdo da PD %. O material foi misturado, manuaimente, a cada 2 horas para
permitir secagem homogénea. Amostras foram retiradas da estufa a cada 24 horas
para a medida da PD %.

Apbs a secagem, cada parte do vegetal foi submetida & moagem em moinho
de facas. O material cominuido resultante foi misturado em misturador cubico,
constituindo a matéria-prima vegetal. A mistura foi realizada de modo a reconstituir
as proporcdes ponderais de folhas e ramos recebidas dos fornecedores. O lote em
estudo foi composto de 80 % de folhas e 20 % de ramos.

2.2.2 Caracterizagdao da matéria-prima vegetal
2.2.2.1 Determinacgao da perda por dessecagao (CARVALHO, 1997)

O teor de umidade da droga vegetal e da matéria-prima vegetal foi
determinado por método gravimétrico, em balanca com sistema de secagem por
infravermeiho. Cerca de 500 mg, exatamente pesados, da amostra foram colocados
em pesa-filtro, previamente tarado, e dessecados nas seguintes condigdes de
secagem: nivel de sensibilidade de 120 e temperatura de 105 °C. Este ensaio foi



50

realizado em triplicata com intervalo de 10 min entre cada determinacéo, tempo

necessario para o resfriamentc do sistema.
2.2.2.2 Determinagao do teor de extrativos

Cerca de 1 g, exatamente pesado, da matéria-prima vegetal foi submetido a
extracdo com 100,0 mi de agua, por decocgéo, durante 10 min. Apods 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-iltro,
previamente tarado, e evaporados & secura em banho de agua, com agitagdo
ocasional (BUNDESVEREINIGUNG, 1986a). Apos evaporagdo, o pesa-filtro,
contendo a amostra, foi colocado em balanga com sistema de secagem por infra-
vermetho nas seguintes condicbes de operacgdo: nivel de sensibilidade de 120 e
temperatura de 105 °C, com intervalo de 10 min entre cada determinago. O
resultado foi expresso pela média de trés determinacdes, segundo a equagéo 1.

gxFDx100

m—(mxﬁd—)
100

TE= )

onde: TE = teor de extrativos (%, m/m); g = massa (g} do residuo seco, FD = fator de
diluicao, igual a 5; m = massa (g) da amostra inicial; pd = perda por dessecacao da

amostra (% m/m).
2.2.2.3 Analise granulométrica por tamisagao (VOIGT, 2000)

Cerca de 100 g da matéria-prima vegetal, exatamente pesados, foram
submetidos & passagem através de tamises, previamente tarados, com abertura de
malha de 0,800; 0,630; 0,315; 0,200; 0,125 e 0,071 mm. A tamisacao foi realizada a
60 vibragdes por segundo durante 15 min. As fracdes retidas nos tamises e coletor
foram pesadas e os dados analisados por método grafico, construindo-se curvas de
retencdo e passagem e histograma de distribuicdo, a fim de se obter o diametro

meédio de particulas. Os resuttados expressaram a média de trés determinagdes.
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2.2.2.4 Andlise qualitativa de polifendis por cromatografia de camada delgada

Preparagao da amostra: 7,5 g da matéria-prima vegetal foram extraidos com
100,0 mi de agua destilada, sob refiuxo, durante 15 minutos. Apds resfriamento, a
solucao foi filtrada e reconstituida o volume inicial.

Aliquotas de 25 ul de solugdo extrativa foram analisadas em sistemas
cromatograficos para identificacéo de taninos e flavondides. Solucdes metandlicas
de acido galico, acido elagico, acido tanico, catequina, epicatequina, rutina,
quercitrina, isoquercitrina e sacuranetina com concentracdes de 0,05 % (m/v) foram
utilizadas como referéncias cromatograficas. Os sistemas cromatograficos
desenvolvidos esto listados na tabela 1.

Tabela 1: sistemas cromatograficos utilizados para a caracterizacdo da solugdo
extrativa

Sistemas para identificacéo de flavonodides

Sistema | Suporte Eluente (composicéo - v/v)
Fi gel de silica Fos4 | acetato de etila:acetona:acido acético.agua (60:20:5:5)
FHi gel de silica Fysq | acetato de etila:acetona:acido férmico:agua (5:2:1:1)

acetato de etila:acido formico:iso-propanol:agua
(50:4:2:7) (STAHL, 1969)

n-butanol:acido acético:agua (30:10:10) (WAGNER e
BLADT, 1996)

Fiti gel de silica Fasy

FIV gel de silica Fosq

Fv celulose e papel | acido acético 15 % (MABRY e col., 1970)

h

Sistemas para identificacdo de taninos

7] gel de silica Fasy | acetato de etila:acido férmico:agua (95:5:5 viv)

&cido acético:acido  cloridrico:dgua (30:3:10)

TH papel
{HARBONE, 1984)

TiH pape! acido acético 6 % (HARBONE, 1984)

Cromatografia bidimensional

)Bi) Acido acético 15 % (MABRY e col., 1970)

(MABRY e col., 1970)

B papel lan) aicool f-butanol-acido  acético:agua  (3:1:1)
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Os cromatogramas foram desenvolvidos de modo ascendente em cubas
cromatogréficas apés saturagdo com o sistema eluente. As placas foram secas a
temperatura ambiente € as manchas reveladas de acordo com as substancias

pesquisadas.

Para deteccdo das manchas obtidas nos sistemas para identificacdo de
flavonoides (F!, FIll, FIV e FV) foram utilizadas, de forma consecutivas, solugdo
metandlica de reagente Natural-A a 0,3 % (m/v), solugao etandlica de poligol 400 a
0,5 % (vlv). A visualizacio foi através de luz ultravioleta em 365 nm. Para revelagéo
do cromatograma obtido com o sistema Fli foi utilizado anisaldeido sulfurico e as

manchas observadas visualmente.

Para detecgdo dos taninos, a placa obtida com o sistema TI foi borrifada com
solugdo de vanilina cloridrica a 1 % e apos aquecida, em estufa, a 110 °C por 10
min. A manchas obtidas nos sistema Tl e Tlil foram reveladas com solugéo
metandlica de cloreto férrico a 10 % (m/v) e observadas visualmente apés revelagéo.

Foram desenvolvidas cromatografias bidimensionais e co-cromatografia a fim
garantir a presenca ou auséncia das substancias pesquisadas.

2.2.2.5 Analise espectrofotométrica de flavondides totais

Método espectrofotométrico sem hidrélise acida (BUNDESVEREINIGUNG, 1986b,
modificado por DA SILVA, 1999) .

Cerca de 0,4 g da matéria-prima vegetal, exatamente pesado, foi submetido &
extracgo, sob refluxo, por 15 minutos, com 30,0 mi de agua destilada. A extracéo foi
repetida por mais duas vezes com 30,0 mi do mesmo liquido extrator. As solugdes
resultantes foram filtradas e reunidas em baldo volumétrico de 100 mi e o volume
completado com agua. Essa solugdo constituiu a solucdo-mée (SM). Aliquota de
10,0 ml da SM foi transferida para baldo volumétrico de 100 ml e o volume
completado com agua. Separadamente, duas aliquotas de 10,0 mi desta solugéo
foram transferidas para baibes volumétricos de 25 mi. Ao primeiro baldo foram
adicionados 2,0 ml de solug@o de cloreto de aluminio a 1,5 % (m/v) e o volume
completado com agua, constituindo a solugdo amostra (SA) e o segundo baléo foi
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completado com agua, constituindo o branco da analise. A leitura foi realizada em

315 nm, 15 minutos apos a adicao da solugdo de cloreto de aluminio.

A concentragdo percentual de flavondides totais foi expressa como
sacuranetina, peia média de seis determinacdes com trés repetigbes cada, calculada
segundo a equacgéo 2.

C= AxFD )

A% wm—~(mx P
100

onde: C = concentracao de flavondides totais expressa em gramas de sacuranetina
por 100 g de matéria-prima vegetal; A = absorvancia da amostra (UA); FD = fator de
diluicdo (2500); m = massa da matéria-prima vegetal (g); pd = perda por dessecacéo
(9%); AlX = 526,25, coeficiente de absorcao especifica do complexo sacuranetina-

AICl3 (DA SILVA, 1999).

Método espectrofotométrico com hidrolise dcida (BUNDESVEREINIGUNG, 1986b,
modificado por SOARES, 1997)

Cerca de 0,4 g da matéria-prima vegetal, exatamente pesado, foi transferido
para balao de fundo redondo e adicionados 1,0 ml de solugdo aquosa de
metenamina 0,5 % (m/V), 20,0 ml de acetona e 2,0 ml de acido cloridrico SR. A
mistura foi aquecida em banho de agua, sob refluxo, durante 30 minutos. Apds
resfriamento, foi filtrada, através de pequena quantidade de algod&o, para baldo
volumétrico de 100 ml. O residuo da matéria-prima vegetal e o algodao foram
lavados com duas por¢des de 20,0 ml de acetona sob aquecimento, em refiuxo,
durante 10 minutos. Apos o resfriamento, essas solugbes foram filtradas através de
algod&o e reunidas no baldo volumeétrico, completando-se o volume com acetona,
originando a solugdo mée (SM). Em funil de separacédo, 20,0 mi da solucdo mae,
adicionados de 20,0 ml de agua, foram extraidos com 15,0 ml de acetato de etila,
repetindo-se este procedimento trés vezes com porcdes de 10,0 ml de acetato de
etila. As fases acetato de etila foram reunidas em funil de separacéo e, apos lavadas
com duas por¢des de 50,0 mi de agua, transferidas para bal&o volumétrico de 50 m,

completando-se o volume com acetato de etila, originando a solu¢do estoque (SE).
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Aliquota de 10,0 ml da SE foi fransferida para baldoc volumétrico de 25 mj,
adicionados 2,0 mi de solugdo metandlica de cloreto de aluminio a 2 % (miv) e
diluida para volume de 25,0 ml com solugéo metandiica de acido acético 0,5 % (v/v)
(solug@o amostra — SA). Paralelamente, uma aliquota de 10,0 ml da soluc&o estoque
foi diluida a 25,0 ml com solugdo metandlica de acido acético 0,5 % (v/v) (solugdo de
compensac¢éo — SC). Apés 30 min da adi¢do de cloreto de aluminio foi procedida a
leitura em 420 nm da SA, utilizando, como branco, a soluc&o de compensagao.

Os resultados foram expressos em percentual de flavondides totais,
calculados como quercetina, pela média de seis determinagdes com trés repeticoes
cada, utilizando a equacgéo 3.

C= AxFD (3)

Y pd
A:c‘;“ Xm-—(mXTc—]a)

onde: C = percentual de flavondides fotais (m/m); A = absorvancia da amostra (UA);
FD = fator de diluicdo (625); m = massa da matéria-prima vegetal (g); pd = perda por

dessecacao (g%); Ai* = 500, coeficiente de absorgdo especifica do complexo

quercetina-AlCl; (SOARES, 1997).
2.2.2.6 Avaliagao microbiologica da droga vegetal

A analise microbiolégica foi realizada através da contagem de
microorganismos viaveis totais empregando-se o método de contagem em placa
conforme a F. Bras. IV.

Cerca de 5 g da matéria-prima vegetal foram dispersos em 100 mi de tampao
fosfato pH 7,2. Aliquota de 10 ml da dispersdo foi diluida a 100 ml com &gua
peptonada. Apds 1 hora de descanso, 200 ul da solug&o foram esgotados em placa
de Petry contendo 20 ml de meio de cultura agar caseina-soja, para identificacdo de
bactérias, e incubado durante quatro dias na temperatura de 30 a 35 °C. O mesmo

procedimento foi repetido utilizando meio de cultura agar Sabouraud-dextrose, para

“Agreadecimentos a0 Professor Dr. Jos¢ Carlos Germani. ¢ ao Mestre Marcos Marquard. pelo auxilio na
realizagdo da andlise microbiologica.
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fungos e leveduras, sendo incubado por sete dias na temperatura de 20 a 25 °C. As
contagens foram realizadas apos incubagao.

2.2.3 Preparagao da solugao extrativa

A solugdo extrativa foi preparada seguindo metodologia desenvoivida por
SOARES (1997), que consta da decocgdo sob refluxo, da matéria-prima vegetal, por
15 min com uma proporgdo droga:soivente de 7,5:100 (m/v).

2.2.3.1 Caracterizagao da solugdo extrativa
2.2.3.1.1Determinagao do pH (F. Bras. V)

O pH foi determinado utilizando 10 mi solugdo extrativa, em potenciémetro,
previamente calibrado. O resuitado foi expresso pela média de seis determinagtes.

2.2.3.1.2 Determinac¢ao da densidade relativa (F. Bras. IV)

Foi realizada em picnémetro de 25 mi, previamente calibrado através da
afericdo do mesmo vazio e contendo agua. Em seguida foi determinada a massa do
picndmetro contendo a soluca@o extrativa. A densidade foi expressa pela média de
trés determinacdes e calculada segundo a equacgéo 4.

dy = (4)

my.o

onde: d22 = densidade relativa; me. = massa da solucdo extrativa; m, ,= massa da
25 H,0

agua
2.2.3.1.2 Determinacao do residuo seco

Aliguota de 20,0 ml da solucéo exirativa foi exatamente pesada, diretamente,
em pesa-filtro, previamente tarado, e evaporada até secura em banho de agua, sob
agitacdo ocasional (BOHME e HARTKE, 1976). Apds evaporacdo da solugéo
extrativa, o pesa-filtro contendo o residuo foi colocado em balanca munida de

sistema de secagem por infravermelho nas seguintes condi¢bes de operacgdo: nivel
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de sensibilidade de 120 e temperatura de 105 °C, com intervalo de 10 min entre

cada determinagéo. O resultado expressa a média de seis determinacdes.
2.2.3.1.3 Analise qualitativa de polifenéis em cromatografia de camada delgada

A cromatografia em camada delgada da solugdo extrativa foi realizada
utilizando os sistemas cromatograficos Fl e Tl, conforme previamente descrito no
item 1.3.4, para andlise qualitativa da droga vegetal.

2.2.3.1.4 Analise espectrofotométrica de flavonédides totais

Meétodo espectrofotométrico sem hidrofise écida (BUNDESVEREINIGUNG, 1986b,
modificado por DA SILVA, 1999) .

Aliquota de 5,0 ml da soluggo extrativa, exatamente pesada, foi diluida com
agua a 500,0 mi. Separadamente, duas aliquotas de 10,0 mi desta solugéo foram
transferidas para baldes volumétricos de 25 ml. Ao primeiro baldo foram adicionados
2,0 mi de solugdo metandlica de cloreto de aluminio a 1,5 % (m/v) e o volume
completado com agua, constituindo a soluggo amostra (SA). O segundo balao foi
completado com agua, constituindo 0 branco da analise. A leitura foi realizada em
315 nm, 15 min apos a adicao da solugio de cloreto de aluminio.

A concentragdo percentual de flavondides totais foi expressa como
sacuranetina, pela média de seis determinagdes com trés repetigdes cada, calculada

segundo a equagéo 5.

o AXFD

T A%
A‘lcm xm

(%)

onde: C = concentracao de flavondides totais expressos em grama de sacuranetina
por 100 g de solucéo extrativa; A = absorvancia da amostra (UA);, FD = fator de

diluicdo (250); m = massa da solugdo extrativa (g); Alx = 526,25 coeficiente de

absorcao especifica do complexo sacuranetina-AiCls (DA SILVA, 1899).
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Meétodo espectrofotomeétrico com hidrélise acida (BUNDESVEREINIGUNG, 1986b,
modificado por SOARES, 1997) .

Cerca de 15,0 g da solucao extrativa, exatamente pesados, foram transferidos
para balao de fundo redondo, adicionados de 20,0 m! de acetona, 2,0 ml de HCI SR,
1,0 mi de metenamina 0,5 % (m/V) e submetidos & aguecimento, sob refluxo, por 30
min. Apods resfriamento, a solugéo foi transferida para baldo volumeétrico de 50 mle o
volume completado com acetona (solugdo mae-SM). Em funil de separagao, 20,0 ml
da SM, adicionados de 20,0 ml de agua, foram extraidos com 15,0 mi de acetato de
etila, repetindo-se a extracao, por trés vezes, com porgdes de 10,0 mi de acetato de
etila. As fases acetato de etila foram reunidas em baldo volumétrico de 50 ml e o
volume completado com o mesmo solvente (solugdo estogue — SE). Aliquotas de
10,0 mt da SE foram transferidas para baldo de 25 ml e o volume completado com
solugdo metandlica de acido acético a 0,5 % (m/v) (solugcdo de compensagéo ~ SC).
Outra aliquota de 10,0 mi da SE foi transferida para baldo de 25 ml, adicionados 2,0
mi de solucdo metanodlica de cloreto de aluminio 2 % (m/v) e o volume completado
com solugd@o metandlica de acido acético a 0,5 % (m/v) (solugdo amostra — SA).
Apoés 30 min da adigdo de cloreto de aluminio foi realizada a leitura da SA, em
espectrofotdmetro, em 420 nm, utilizando a SC como branco.

Os resultados foram expressos em percentual de flavondides totais,
calculados como quercetina, pela média de seis determinagdes, com frés repeticdes,
utilizando a equacéo 6.

C- AxFD

T A%
AL, xm

onde: C = percentual de flavonodides totais (m/m); A = absorvancia da amostra (UA),
FD = fator de diluicdo (312,5); m = massa da solugio extrativa (g); Al* = 500,

iem

coeficiente de absorcdo especifica do complexo quercetina-AlCl; (SOARES, 1997).

2.2.3.1.5 Andlise microbioldgica
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A analise microbiologica da solugdo extrativa foi realizada de acordo com o
ftem 2.2.2.6, utilizando 5,0 mi de solucdo extrativa.

2.2.3.1.6 Quantificagdo de polifendis por CLAE

Para a quantificagdo dos polifendis presentes na solugéo extrativa foi utilizado

o meétodo desenvolvido e validado por CLAE, descrito no capitulo 3.

A guantificacdo da solugdo extrativa foi realizada considerando a linearidade
da mesma. onde a concentracao referente ac ponto central da curva foi escolhida
para analise. Sendo assim, aliquota de 4,0 m! da SE foi diluida a 100,0 ml com agua.
A partir desta solucdo, aliguota de 3,0 mi foi diluida em balao de 25,0 mi com
solu¢do de acetonitrila:agua (20:80 viv), constituindo a solugdo amostra (4,8 ul/ml).
Antes da injecdo, a amostra foi filtrada por membrana hidrofilica de 0,45 um. A

andlise foi realizada em triplicata, sendo cada amostra injetada trés vezes.

A concentracdo de acido galico presente na amostra foi caiculada utilizando a
equacdo da reta da substéncia de referéncia. A concentracdo das duas outras
substancias quantificadas, porém nao identificadas, foi expressa em relacdo a
concentracdo do acido galico na amostra. O teor de acido galico e das outras
substancias na solugdo extrativa foi caicuiado, considerando o fator de diluicao, de

acordo com a equacgéo 7.
C=CamxFD (7)

Onde: C = concentracdo da substancia na SE {(pgimi); Cam = concentragio da
substancia presente na amostra em estudo, calculada através da equacdo da reta
obtida a partir da curva padréo da solug&o referéncia acido galico (SRAG) (ug/ml);
FD = fator de diluicao da amostra (208,33).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Tratamento e caracterizagao da droga vegetal

A monografia do Phyllanthus nirun presente na Farmacopéia Brasileira tV
(2003) contém critérios para identificacdo boténica, ensaios de pureza e
doseamento. No entanto, considerando que tecnologicamente outros ensaios, tais
como, teor extrativo e granulometria, s80 necessarios para a caracterizagdo da
matéria-prima vegetal, os resultados aqui encontrados foram comparados com 0s
dados dos lotes analisados por SOARES (1897), DA SILVA (1999) e COUTO
(2000), utilizando sempre 6 mesmo protocolo de caracterizacgio. Os lotes de matéria-
prima caracterizados pelos referidos autores foram todos fornecidos pelo Centro de
Pesquisa Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CQPBA/UNICAMP/SP).

A tabela 2 apresenta os valores de perda por dessecagdo com que a droga
vegetal foi recebida, os quais 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 % (ZH! — CHEN, 1980; LIST e SCHMIDT, 1989),
porém proximo do limite maximo permitido. Em virtude desse fato, optou-se por
submeter o material & secagem adicional.

Tabela 2: perda por dessecac&o do material vegetal recebido

Perda por dessecacéo (%)
X s (CV %)

Fothas 12,49 £ 0,48 (3,82)

Ramaos 12,96 + 0,26 (2,01)

Material vegetal

O protocolo de secagem, estabelecido neste laboratdrio, consiste em
submeter o vegetal rasurado em estufa de ar circulante com temperatura em torno
de 45 °C por 7 dias. No entanto, em virtude do material em estudo encontrar-se
previamente seco, considerou-seé ndc haver necessidade de longo tempo de
exposicdo. Desse modo a operacao de secagem foi acompanhada de amostragem a
cada 24 horas, para se verificar a perda por dessecagéo do vegetal. Quando o valor
se manteve constante, finalizou-se o tratamento.
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A figura 1 representa a perda por dessecacdo do vegetal durante a operagao
de secagem, podendo-se verificar que, apds 24 horas de exposicdo, houve uma
forte redugdo na umidade residual do material, em ambas as partes do vegetal, na
ordem de 48,6 % para folhas e 37,8 % para ramos. Comparando-se estatisticamente
os resultados entre os dias de secagem, observou-se que, para as fothas, apés 24
horas, os valores de perda por dessecacéo permaneceram praticamente constantes,
ndc havendo diferenga significativa (o = 0,05) entre os resultados apos esse periodo
de tempo, no entanto para ramos a PD % s6 foi considerada constante apos 48

horas de exposi¢do ao calor.

14 -

8 - —e—fothas
6 - ~gathos

perda por dessecagio (%)

0 24 48 72

horas

Figura 1: perda por dessecagao do material vegetal durante a operagao de secagem

A necessidade de um maior tempo de secagem para 0s ramos pode ser
devida &s caracteristicas da sua estrutura vegetal. As folhas possuem parede celular
menos rigida que 0s ramos, o que pode favorecer uma eliminacao mais rapida do
seu contetido volatil. Sendo assim, os resultados indicam que de acordo com o valor
de perda por dessecacdo inicial do material vegetal, bem como da estrutura

morfoldgica a ser seca, ndo ha necessidade de sete dias de secagem.

Na tabela 3 estdo discriminados os valores de perda por dessecacgdo de
folhas e ramos apods a operacéo de secagem. Observa-se que ambas as partes do

vegetal apresentaram valores aproximados entre si, ndoc havendo diferenca
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significativa (a = 0,01), segundo o teste “t’ de Sfudent, indicando que a secagem foi
homogénea para ambas as partes morfoldgicas do vegetal.

Tabela 3. perda por dessecacéo (%) da droga vegetal apds secagem em estufa,
antes da operacao de moagem

Dados experimentais

X +s (CV %)
Folhas 6,29 + 0,36 (5,74)
Ramos 6,72 + 0,38 (5,60)
“t” de student:gi=8; o = 0,071; toacued=2,39 tanico=3,35

Material vegetal

Observou-se um aumento no valor de perda por dessecacdo do material
vegetal apds as operacdes de moagem e mistura (tabela 4), o qual diferiu
significativamente (o = 0,01) dos valores da droga vegetatl obtidos logo apods
secagem. Provavelmente, o manuseio do material, ou seja, a exposi¢do ao meio
ambiente, associado ao aumento da superficie de contato, devido a moagem do

material, tenha favorecido uma absor¢ao de umidade.

Comparando-se os resultados de perda por dessecagéo de diferentes lotes do
vegetal apos a moagem (Tabela 4) verifica-se que o material em estudo apresenta
valor reduzido em relacéo aos anteriores, entretanto, ndo difere estatisticamente do
resultado encontrado por COUTO (2000). O material tratado pela autora, sofreu um
processamento semelhante ao do presente trabalho, uma vez que também foi
recebido do fornecedor com valor de PD % dentro do limite de aceitacdo, mas foi
submetido a secagem adicional. Dessa forma, os dados indicam que ha uma
reprodutibilidade dos resultados de acordo com as condigcdes iniciais do material e o
protocolo de secagem utilizado.

Tabela 4. anélise comparativa entre perda por dessecacdo (PD) (%) da maténa-

prima vegetal apos moagem

Dad Dados da literatura
agos v 0,
Ensaio experimentais X s (V%)
X+s (CV%)| SOARES DASILVA | COUTO
(1997) (1999) (2000)
PD (%) 7,59°+0,21 | 10,32°+0,14 | 10,30° +0,03 | 8,06° + 0,11
° (2,75) (1,35) (0,3) (1,36)

Médias seguidas de mesma letra nao diferem significativamente pelo teste de Tuckey para o = 0,01
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Para se verificar o comportamento do material vegetal durante a
armazenagem, realizaram-se seguidas andlises de perda por dessecagdo para o

controle de umidade da matéria-prima.

Verifica-se na figura 2 (tabela A, anexo) que, apds um més de
armazenamento, houve uma redugdo significativa na PD % da matéria-prima
vegetal, indicando um processo de dessor¢Zo, sendo que nos meses seguintes
ocorreu uma estabilizacdo desses valores sem diferengas significativas. Fenémeno
semelhante foi observado por SOARES (1997) que, ap6s 3 meses de
armazenamento da matéria-prima vegetal, observou redugéo significativa na PD %
com restabelecimento do valor inicial apés 7 meses de armazenamento. Através
desses dados pode-se inferir que o procedimento de armazenagem estd sendo
eficiente na protecdo do material, além de que parece haver uma tendéncia a voltar

ao valor de PD % alcangado logo apos a secagem.
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Figura 2: perda por dessecacéo (%) da matéria-prima vegetal durante armazenagem

A determinacao de granulometria foi realizada com a matéria-prima em
estudo, bem como com as partes do vegetal que compde a mistura. Na figura 3
podem ser visualizados os histogramas de distribui¢do granulométrica (tabela B, C e
D, anexo).
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Figura 3: histograma da distribuicdo granulométrica da matéria-prima vegetal
Phyllanthus niruri. A — mistura; B — folhas; C — ramos.
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Os diametros médios de particula, calculados a partir das curvas de retencéo
e passagem (figura A, anexo) foram, de 292,4; 298,1 e 545,7 um para mistura,
folhas e ramos, respectivamente. Os resultados demonstram que ha uma grande
diferenca entre as granulometrias das partes morfolégicas do vegetal. Os ramos
possuem estruturas mais rigidas que as folhas o que proporciona um padrao de
ruptura mais grosseiro podendo resultar em uma maior granulometria, mesmo

quando utilizado 0 mesmo procedimento de moagem.

Através dos histogramas pode ser constatado que a distribuicdo
granulométrica e didmetro meédio de particula da matéria-prima em estudo,
composta pela mistura das partes aéreas, assemelha-se em muito com a
distribuicdo das fothas, o que pode ser explicado pela maior proporgdo (80 %)

destas no material vegetal.

Embora o protocoio de moagem utilizado neste laboratbrio tenha sido sempre
0 mesmo, observa-se na tabela 5 uma diferenca quanto a granulometria média entre
os diferentes lotes da mesma espécie vegetal, sendo o valor coincidente apenas
com o lote analisado por SOARES (1997). Apesar de n&o haver os dados referentes
a propor¢do da composicdo das estruturas morfolégicas que compunham a mistura
nos lotes analisados anteriormente, esta pode ter variado, e tal fato, poderia ser a

justificativa para as diferencas granulométricas encontradas.

Tabela 5: granulometrias médias (Gm) de matérias-primas vegetais de Phyllanthus

niruri
Dados Dados da literatura
Ensaio experimental
SOARES DA SILVA COUTO
(1997) (1999) (2000)
Gm (mm) 0,2914 0,290 0,32 0,35

Uma outra explicac&o plausivel para a diferenga na granulometria média entre
os lotes analisados, poderia ser o grau de umidade residual existente na droga
vegetal antes da moagem, pois materiais mais secos geralmente s&o mais friaveis
facilitando a sua cominuicdo (LIST e SCHMIDT, 1989). No entanto, esta afirmacao

nao 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 % n&o corresponde a
uma menor Gm da matéria-prima vegetal.

Portanto, o conhecimento da proporgdo de ramos e folhas que constituiu a
matéria-prima vegetal em estudo € muito importante, uma vez que as diferengas da
estrutura tecidual, granulometria e, provavelmente, constituicdo quimica das partes
morfolégicas, poderdo ser uma das causas para as variagdes encontradas nos
testes de caracterizacdo quando comparados com outros lotes vegetais. Sendo
assim, em se tratando de matéria-prima vegetal constituida por diferentes partes
vegetais, além das varia¢des edafoclimaticas e época de colheita também se deve
considerar a proporgao entre as partes aéreas do vegetal que compde a matéria-
prima.

Apesar das diferengas de Gm entre os lotes analisados, de maneira geral, e
considerando a distribuicdo como um todo, a proximidade de resultados nas
diversas fragbes (figura 4), com diferengas abaixo de 15 %, permite, caso seja
empregado 0 mesmo protocolo de moagem, e de acordo com os objetivos
tecnolégicos desejados, sugerir, como limites de aceitagdo para distribuicdo
granulomeétrica da matéria-prima de Phyllanthus niruri, os valores expostos na tabela
6.

Tabela 6: sugestao de especificacéo para a distribuigdo granulométrica da matéria-
prima vegetal de Phyllanthus niruri.

Classe granulométrica (mm) Especificacdo (m %)
superior a 0,800 05-2,0
0,800 - 0,200 74 ~ 77
0,200-0,08 18 ~-19
inferior a 0,08 5-6
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Figura 4: distribuigdo granulométrica dos diferentes lotes de matéria-prima vegetal
de Phyllanthus niruri.

Estudos de otimizacdo da técnica e do solvente de extrac@o foram realizados
por SOARES (1997), sendo estabelecida a decocgdo em agua como metodologia de
extracdo mais eficiente. Assim, 0 ensaio de teor extrativo foi realizado, no presente
trabalho, apenas como parametro de controie de qualidade e de comparagéo entre

diferentes lotes de matérias-primas vegetais (tabela 7).

Tabela 7: teor de extrativos (TE) em diferentes iotes de matéria-prima vegetal

Dados da literatura
Dados _ T is
Ensaio eXpe-;?'"lima's (CV%)
(CV%) SOARES | DASILVA | COUTO
(1997) (1999) (2000)
TE %) 3129 +089 | 3160° £122 27,95 1063|2669 « 1,58
g (2,84) (3,85) 226) | (594)

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente ao nivel de probabilidade de 1 %
pelo teste de Tukey

De acordo com a analise dos resultados verifica-se uma diferenca significativa
(o = 0.01) entre o teor extrativo dos diferentes lotes de matéria-prima vegetal, no

entanto, segundo o teste de Tukey, para um nive: de probabilidade de 1 %, somente
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o Jote analisado por COUTO (2000) difere estatisticamente do atual. Os resultados
sugerem que as matérias primas utilizadas por SOARES (1997) e a atual
apresentam um maior de teor de substancias extrativas que as demais. Tal fato
pode estar relacionado as variagdes inerentes a propria matéria-prima, uma vez que
procedem de lugares e ou de épocas de coleta distintas.

A cromatografia em camada delgada & um método de analise qualitativa
auxiliar para identificagdo das substancias quimicas presentes no material vegetal e,
como tal, adicional para identificagdo da espécie vegetal pois, através do perfil
cromatogréfico, & possivel estabelecer critérios para a diferenciacdo entre as
espécies vegetais, bem como detectar produtos de degradagao. SOARES (1997) e
DA SILVA (1999) testaram varios sistemas cromatogréaficos para identificagdo de
flavonoides, no entanto, entre os vérios padrdes de flavonéides testados, os autores
concluiram que as substancias quercitrina e isoquercitrina poderiam estar presentes
no extrato aquoso de P. niruri. Quanto & presenga do flavondide 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. Além disto, a época e o local de coleta
poderiam influenciar na sua formacg&o. A literatura registra a presenga de rutina na
espécie vegetal P. niruri, no entanto ndo foram encontrados os dados quantitativos
correspontentes (CALIXTO e col., 1998).

Sendo assim, no presente frabalho, testaram-se outros sistemas
cromatograficos, ndo apenas para identificar as substancias presentes na matéria -
prima vegetal e definir um perfil cromatografico que servisse como ensaio aditivo
para identificacdo da espécie, mas também para definir uma substancia que

pudesse ser utilizada como padréo para a analise quantitativa em CLAE de extratos
aquosos de P. niruri. '

Considerando a separacéo das substancias e resolugdo das manchas dos
padrdes e das amostras analisadas, os sistemas cromatograficos Fl e FV foram os
que apresentaram resultados mais satisfatérios.

Observa-se na figura 5 o perfil cromatografico da solugéo extrativa de P.
niruri. Neste caso foram comparadas solugles extrativas de dois lotes de plantas de
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origem distinta e uma solugdo concentrada, exposta ao calor por 24 horas, para
identificar possiveis produtos de degradagao. Como pode ser visualizado, os perfis
cromatograficos das solugbes extrativas ndo apresentaram diferengas entre si.
Quanto a presenca das substancias de referéncia, observaram-se duas manchas
com coloragdo e valores de Rf semelhantes a quercitrina e a isoquercitrina, no
entanto, para a rutina, a mancha nas amostras com Rf correspondente apresentou
coloragdo diferente, impedindo sua detecgdo e comprovagdo da sua presenca,
resultado concordante com o encontrade por DA SILVA (1999).

Com a finalidade de confirmar a preseng¢a dos flavondides utilizados como
referéncias, empregou-se o sistema cromatografico indicado por MABRY (1970) com
modifica¢do da concentragéo de acido acético.

Observa-se na figura 6, que embora o sistema nao apresente boa resolugio
das manchas, nao houve coincidéncia de comportamento, frente as condicoes
cromatograficas, entre as manchas das solugdes extrativas e das substancias de
referéncias, colocande em davida a presenca dessas substancias nas solugbes
extrativas analisadas.

TR

YR o

0,5+

R

0

Figura 5. cromatograma de solugdes extrativas aguosas de P. niruri. Sistema
eluente: acetato de etila:acetona:acido acético:agua (60:20:5:5 v/v). Suporte: gel de
silica. Revelagao: reagente Natural a 0,3 % (m/v), seguido de solugédo etandlica de
poligol 400 a 0,5 % (v/v) e observagao em UVags 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 solugées extrativas aguosas de P. niruri. Sistema
eluente: &cido acético 10 %. Suporte: papel. Revelagao: reagente Natural a 0,3 %
(m/v), seguido de solugdo etandlica de poligol 400 a 0,5 % (v/v) e observagdo em
UVass nm Amostra: (1) SE ramos, (2) SE folhas, (3) SE raizes, (4) SE misturas (5)
rutina, (6) quercitrina, (7) isoquercitrina
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Figura 7: cromatograma de solugédo extrativa aguosa de P. niruri. Sistema eluente:
acetato de etila:acido férmico:agua (95:5:5 v/v). Suporte: gel de silica. Revelagao:
vanilina cloridrica 1%, secagem em estufa e observagao no visivel. Amostra: (1) SE
ramos, (2) SE folhas, (3) SE raizes, (4) SE mistura, (5) acido galico, (6) acido
elagico, (7) acido tanico, (8) catequina.
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Na analise do perfil cromatografico de taninos das SE de Phyllanthus niruri
(figura 7) pode ser identificada a presenca de acido gélico e acido elagico, os quais
possuem manchas com mesma coloracdo e Rf apresentados pelas substancias de
referéncia. Analisando as solugdes extrativas das diferentes partes morfoldgicas do
vegetal, pode-se observar semelhancas entre os perfis cromatogréficos das partes
aéreas do vegetal, no entanto a SE das raizes mostra um perfil diferenciado,
apresentando uma mancha com Rf superior a do &cido galico, também presente no
padrdo de &cido tanico, o qual é formado por uma mistura de taninos. Quanto a
presenca de catequina, esta apresentou mancha com Rf muito préximo a do acido
gélico, comprometendo a identificagéo.

Os resultados da CCD serviram para a identificagdo de taninos hidroliséveis
como possiveis substancias de referéncia para andlise quantitativa em CLAE.
Porém, a separagéo e a resolugdo das manchas pelos sistemas cromatograficos
testados ainda deixam a desejar, sendo, portanto, necessarios novos testes a fim de
se estabelecer um sistema que identifique, com maior seguranga, as substancias
presentes nos extratos aquosos de P. niruri.

A analise quantitativa de substancias na matéria-prima vegetal representa um
dos ensaios de controle de qualidade mais importantes. Sendo assim, o ideal seria
escolher um grupo de substancias especificas para a espécie vegetal e com atividade
farmacologica definida. No entanto, na maioria dos casos ndo se conhece exatamente
qual grupo de substancias & responsavel pela atividade terapéutica, acreditando-se,
atualmente, que em drogas vegetais ha um conjunto de substéncias agindo
sinergicamente para desenvolver uma determinada atividade biolégica. Desse modo,
a alternativa encontrada para um controle de qualidade quantitativo consiste na
escolha de um grupo de substéancias, geraimente majoritérias no vegetal, as quais s&o
chamadas de marcadores quimicos.

Para o Phyllanthus niruri L., até o momento, n&o ha relatos exatos sobre quais
grupos de substancias sdo responsaveis pelas suas diversas atividades
farmacoldgicas, porém ha uma forte tendéncia em se aceitar serem os polifendis os
responsaveis pela acéo contra os disturbios renais (CALIXTO e col., 1988; MEIXIA e
col. 1995).
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Varios autores escolheram os flavonoides como grupo de substéncias para o
controle de qualidade do vegetal (SOARES, 1997; DA SILVA, 1999; COUTO, 2000).
Alguns codigos oficiais, fundamentados na capacidade dos flavondides de formar
complexos com cloreto de aluminio (MABRY, 1970), descrevem metodologias
espectrofotométricas para quantificagdo de flavondides (DEUTSCHES, 1992;
SCHMIDT e GONZALEZ ORTEGA, 1993).

Na tabela 8 verifica-se o resultado de teor de flavondides totais, calculados
por dois métodos de andlises, na matéria-prima vegetal, observando diferenga
significativa (o = 0,05) entre todos os lotes analisados, em ambos os métodos. Tais
diferencas podem ser atribuidas a fatores ambientais e sazonais, pois as matérias-
primas foram colhidas em épocas diferentes e ou provinham de fornecedores
distintos.

Tabela 8: teor de flavonodides totais (TFT) na matéria-prima vegetal

[ | Dados da literatura

Dados F g
Ensaio expe;rzesntals (CV%)

(CV%) SOARES | DASILVA CouTo

| (1997) (1999) (2000)

TFT 9% 477+010 | i 583+0,01 | ]
(sem hidrolise) (2,17) (0,23)
TFT 9% 0,97 +0,06 | 0,80+0,03 i 0,63+ 0,02
(com hidrélise) (5.90) 3.87) | (3.82)

A andlise microbiologica da droga vegetal foi realizada apenas para
determinacdo da carga microbiana presente na matéria-prima, ndo sendo
identificadas as espécies dos microrganismos. Os resultados da contagem (tabela 9)
de bactérias aérobias/mesdfilas presentes na droga vegetal indicam um certo grau
de contaminagdo, no entanto, ainda assim, com valor abaixo do limite maximo
permitido pela WHO (1998) que é de 107 UFC/g para drogas vegetais. A contagem
de fungos e leveduras foi elevada, estando com valor acima do maximo permitido
que é de 10? UFC/g, no entanto, o lote ndo foi descartado. Considerando que as
etapas de processamento posteriores poderiam reduzir a carga microbiana.
Resultado semeihante foi encontrado por GARCIA (2000) que realizou um estudo de

avaliacdo de contagem de microrganismos viaveis em droga vegetal, partes aéreas
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de Phyllanthus niruri, em amostras de crescimento espontaneo e cultivadas pelo
CQPBA (tabela 9).

Tabela 9: contagem de microrganismos vidveis na espécie vegetal Phyllanthus niruri

GARCIA (2000)
Planta de
microrganismo | Dado experimental crescimento Planta cultivada
(QUIMER) espontaneo (CQPBA)
Bactérias 1,635x 10° UFC/g] 5,2 x10 UFC/g 2,14 x10* UFC/g
Fungos 3 x 10% UFCJg 0,45 x10° UFC/g 0,87 x10* UFClg

3.2 Caracterizagao da solucdo extrativa (SE) de Phyllanthus niruri

A solucdo extrativa, preparada de acordo com metodologia desenvolvida por
SOARES (1997), foi caracterizada e os resultados comparados com os previamente
descritos na literatura para solugdes exirativas 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
diferencas estatisticas encontradas pelo teste de Tukey poderiam ser explicadas
pela propria variagéo biolégica da matéria-prima, ou até mesmo pelo pH da agua

utilizada.

Tabela 10: analise de pH de solugbes extrativas de P. niruri

] Dados da literatura

Dados X+
. experimentais Xzts
Ensaio X +s (CV%)
(CV%) SOARES DA SILVA J COUTO
(1997) (1999) (2000)
H | 457°+0,05 |474*+00045 430°:001 |484°+£007
P J (1,04) (0,09) (0,2) J (1,48)

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente a um nivel de probabilidade de 5 %
pefo teste de Tukey

O residuo seco é um parametro de qualidade tecnolbgica que expressa a
concentracao de sdlidos solUveis presentes na solugdo extrativa, servindo como

referéncia para a obtencao do rendimento do processo extrativo, bem como para o
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calculo do rendimento de operagcdo de secagem ao qual a solugdo extrativa &
submetida (CARVALHO, 1997; DE SOUZA, 1997; SOARES, 1997).

Na tabela 11 estdo expressos os valores dos residuos secos obtidos para as
solucdes extrativas de P. niruri. Observa-se diferenca estatistica significativa (o =
0.05) entre os teores de residuos secos dos diferentes lotes de matéria-prima
vegetal, resultado semelhante ao encontrado no ensaio de teor extrativo, podendo

ser explicado por originaram-se de lotes distintos de matéria-prima vegetal.

Tabela 11: residuo seco (g %) das solugdes extrativas de £. nirun

Dado Dados d_g literatura

. experimental Xzxs
Ensaio X +s (CV%)
(CV%) SOARES DA SILVA COUTO
(1997) (1999) (2000)
. 1,67° + 0,06 2.13*+0,01 1,75° £ 0,03 j 1,34° + 0,07
Residuo seco (3.44) \ (4,34) (1,71) (5,26)

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente a um nivel de probabilidade de 5 %
pelo teste de Tukey

No presente trabalho a analise do teor de flavondides total foi realizada
apenas para comparar os resultados com 0s encontrados na literatura,
considerando-o, assim, como mais um parametro para o controle de qualidade da
solucdo extrativa.

Tabela 12: resultados de teor de flavondides totais (TFT) em solug@o extrativa de P.

niruri

[ Dados da literatura

Dados X +

Enssi experimentais y N
nsaio X +s (CV%)
(CV%) SOARES DA SILVA COUTO
(1997) (1999) (2000)

TFT g% 2,05+ 0,04 { 3,04 +0,02 .
(sem hidrolise) (1,89) i (0.73)
TFTg% 528+0,22 [ 8,73+ 0,21 ] ] 6,4 0,4
(com hidrdlise) (4,18) (2,40) (5,66)

Comparando-se o teor de flavondides totais (tabela 12) presentes na solugéo
extrativa com os resultados descritos na literatura, observa-se diferenga significativa

(o = 0,05) entre os valores. Tal resultado é coerente com o resultado de flavondides
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totais encontrado na matéria-prima vegetal, para o qual a variagéo foi atribuida a

fatores ambientais e a sazonalidade.

A andlise qualitativa da solugdo extrativa foi realizada utilizando os sistemas
Fi e Tl, previamente desenvolvidos e testados para identificacdo da droga vegetal.
Comparando-se a solug&o extrativa preparada a partir de droga vegetal oriunda da
Quimer com a do CQPBA nao foram observadas diferencas entre os perfis

cromatograficos.

Para a andlise quantitativa da solugdo extrativa foi utilizado método por CLAE,
conforme descrito no capitulo 3, sendo o acido galico empregado como substancia
de referéncia. Duas outras substancias, também presentes na solugdo extrativa,
porém nao identificadas, foram quantificadas, sendo suas concentragSes expressas

em relag&o ao acido galico.

Os resultados das concentragdes dos polifendis analisados nas solugbes
extrativas estao expostos na tabela 13, bem como a comparacdo dos resultados
entre os teores de acido galico (S1) e substancias S2 e S3, presentes nas solugbes
extrativas oriundas de matérias primas vegetais de fornecedores diferentes. A
andlise estatistica realizada por teste “t” de Student (a = 0,05) mostrou gue néo ha

diferenca significativa entre os teores de polifendis nas diferentes amostras.

Tabela 13: comparacao entre o teor de polifendis (ug/ml) em solugdes extrativas

procedentes de dois lotes de droga vegetal de procedéncia diferente

L Lote Quimer Lote CQPBA *
Substancia (S) X +s (CV%) | X + s (CV%)
S1 (acido galico) 135,0+2,31 (1,71) 1259 + 7,55 (5,90)
S2 256,5 + 5,49 (2,14) 230,8 + 15,87 (6,80)
S3 337,5+579(1,71) 276,7 + 17,00 (6,10)

*Este lote de matéria-prima foi o wutilizado para validagao da metodoiogia

A anélise microbioldgica foi realizada como parametro de controle de
qualidade e também para verificar se o procedimento de decocg¢ao era capaz de
reduzir a carga microbiana presente na droga vegetal. Varios autores descrevem
que o0 processo de extragdo da droga vegetal, quando realizado a altas

temperaturas, pode reduzir significativamente o grau de contaminacao 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 com a metodologia
empregada, foi de 65,5 x 10" UFC/ml. Os resultados sugerem que a decocgo,
provavelmente, foi a razdo da redugio de 96 % no grau de contaminagado da SE em
relacdo & droga vegetal, encontrando-se assim com um valor bem abaixo do maximo
permitido (10" UFC/ml). Com relagio & presenca de fungos e leveduras, a redugéo
foi de 99 %, sendo encontrado na SE uma carga de 30,5 x 10" UFC/mi, valor
também abaixo do maximo permitido (10°> UFC/mi) pela WHO (1998).
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4. CONCLUSAO

A matéria-prima vegetal obtida da empresa fornecedora de plantas medicinais
Quimer Comercial Ltda, de acordo com 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 variag@o bioldgica do vegetal. Esses resultados evidenciam a necessidade de
maiores estudos de caracteriza¢do desta espécie vegetal quando proveniente de
regides e épocas de coletas diferentes, a fim de estabelecer especificagdes de
gualidade.

A analise qualitativa, por cromatografia em camada delgada, evidenciou a
presenca de taninos hidrolisdveis na solugcdo extrativa aquosa do vegetal.
Quando comparadas solugbes extrativas obtidas a partir de droga vegetal
proveniente de fornecedores diferentes, Quimer e CPQBA, ndo foi observada
diferenca no perfil cromatografico.

O ensaio de granulometria realizado com a matéria-prima composta somente por
folhas e ou ramos demonstrou que os mesmos apresentam distribuicao
granulométrica e o tamanho médio de particula diferenciados. Resultado este
que deve ser levado em consideracdo para a obtencdo de uma matéria-prima
composta pela mistura dessas partes, uma vez que a variacéo da proporgéo das
mesmas pode contribuir para diferenciacdo dos resultados nos testes de
caracterizacdo da matéria-prima.

A andlise microbiologica realizada na matéria-prima vegetal demostrou que a
contagem de bactérias encontrava-se dentro do limite maximo permitido, porém a
contagem de fungos foi superior ao valor aceitdvel. No entanto, a analise na
solucdo extrativa mostrou uma drastica reducdo da carga microbiana, tanto de
bactérias como de fungos, mostrando contagens bem abaixo do maximo
aceitavel.
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Tabela A: perda por dessecacdo (% m/m) da matéria-prima vegetal durante

armazenagem

Armazenagem Perda por dessecacdo %
(meses) X +s (CV %)

o* 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)

* jogo apos moagem e mistura

Tabela B: distribuicdo granulométrica ponderal da matéria-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 94,66 534
0,071-0 0,040 534 100 0
TOTAL 100,00

FG = faixa granulométrica; AM = abertura média de malha; F = freqiiéncia relativa; FR = fragao retida;,
FP = fragdo de passagem.

Tabela C: distribuicdo granulométrica 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 37,91 455 545
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 granulométrica; AM = abertura média de malha; F = fregiiéncia relativa; FR = fragdo retida;
FP = fracdo de passagem
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Tabela D: distribuicdo granulométrica ponderal dos ramos moidos de Phyllanthus

nirurt

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 5562
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 granulométrica; AM = abertura média de malha; F = freqiiéncia relativa;

FP = fragao de passagem.

FR = fragao retida;
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CAPITULO 3 - Validagao de Método por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) para Doseamento de Polifendis da Matéria-
Prima Vegetal de Phyllanthus niruri
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1. INTRODUGAO

Uma matéria-prima vegetal, em virtude de se tratar de uma matriz complexa,
apresenta, geralmente, composi¢do quimica variavel que pode ser influenciada por
uma série de fatores, principaimente edafo-climaticos e agrondmicos. Assim, o
controle analitico de um produto fitoterapico nao constitui tarefa facil, exigindo muitas
vezes metodologias com um maior numero de pontos criticos, 0s quais devem ser
rigorosamente padronizados e validados (BONATI, 1991). O emprego da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) permitiu grandes avangos nas
analises de produtos naturais e, apesar do alto custo e tempos de andlises
relativamente longos (WANG e col., 2000), esta técnica apresenta a grande
vantagem da elevada sensibilidade e seletividade, permitindo uma quantificag&o
mais exata das substancias medidas, bem como uma reduzida influéncia da matriz
biolbgica (SWARTZ e KRULL, 1997; PETRY, 1999; VINAS e col., 2000).

A comprovacido documental da viabilidade de um método analitico que possa ser
utilizado para o controle de qualidade de um medicamento em todas as fases de
desenvolvimento, ou seja, desde a matéria-prima e produtos intermediarios até a
forma farmacéutica final, é condic&o indispensavel para garantir sua eficacia,
seguranga e manutengao de suas especificagdes técnicas, bem como nas atividades
de registro junto ao Sistema Nacional de Vigilancia Sanitdria, produgdo e
comercializagdo (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,
com seguranca, no controle de qualidade do vegetal (ISHIMARU e col, 1992;
SHARMA e col., 1993; DA SILVA, 1999).

Sendo assim, esta parie do trabalho tem por objetivo desenvolver e validar uma
metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) visando o
doseamento de polifendis presentes na solugdo extrativa de Phyllanthus niruri, bem

como estabelecer um método para o controle de qualidade da matéria-prima vegetal.
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Abstract

A reversed-phase high-performance liquid chromatographic separation and quantitative method using a phosphoric
acid-acctonitrile gradient was developed to analyze phenolic compounds present in aqueous extract from the aerial
parts of Phvllanthus 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
cunves were linear with correlation coefficients higher than 0.999. The reproductibility for the three peaks ranged from
2.3 1o 4.6" and the accuracy for gallic acid in the aqueous extract was 103%. The method allowed the complete
resoiution of three peaks, ope 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.

Kevwerds Plyllanthus niruri: HPLC assay: Phenolic compounds

1. latroduction plant have been carried out. Constituents such as

altkaloids, flavonoids, lignans. tannins, phenols

Phvilanthus niruri L. (Euphorbiaceae) is a and terpenes have been identified. However, the

medicinal plant widely distributed, and is largely
used in folk medicine to treat kidney stones and
viral hepatitis [1.2}. Pharmacological experiments
confirm its therapeutic efficacy and safety {1,3-5].
Intensive phytochemical examinations of this

* Corresponding author
E-mail address: prpewrov@iarmacia.ufrgs.br (P.R. Petro-
vick).

composition of the aqueous extract, as used for
medicinal purposes, has not been adeguately 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].

0731-7085 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 [9-13]. 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 Plundisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Bioldgicas 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 SK1).
2.2. HPLC analvsis

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 id.. 5 pm 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 MQ 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 ~'. 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 pl. 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 m! 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 pl
ml 7.

2.2.3.2. Gallic acid calibration curve. Gallic acid
was dissolved in acetonitrile:water (20:80. v/v) to
produce concentrations of 0.2, 0.4. 0.8. 1.2 and
1.6 pg ml~'. The samples were filtered through
0.45 pm 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. Reproductibility 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 pl mi~'. 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. Analvsis 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. miruri. A gradient sys-

~=ty p
2

;
3
= :l‘

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
(Rsy_»=1.61: Rs,_; =1.61; Rs;_, =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

Qe nzn WM

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
fimit (0.13 pg ml~'). The R.S.D. of the slope was
of 3.2%.

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. 59 and 44% 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 re P-value a b

1 0.9999 28x10-¢ —35434 178.1
2 0.9998 1.8x10-7 —4373.2 317.8
3 0.9999 24x10-7 —4126.6 374.8

r Regression coefficient: a. slope: b. intercept.
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Reproducibility and imtermediate precision analysis for the reference substance (gallic acid) and P. niruri extract

Peak Concentration Retention time (min) X;  Mean area Reproducibility — Intermediate precision
(pg mi=") R.S.D. (%) (mV s~ R.S.D. (%) R.S.D. (%)

Gallic acid 0.82 6.69: 0.95 762749 0.05-0.08 0.47

1 0.60 6.61: 0.39 55955.2 3.7-4.6 5.7

2 11 20.24: 0.55 104109.6 2.5-3.8 72

3 1.33° 21.52: 0.43 125190.5 23-29 6.9

2 Calculated as galiic acid.

Table 3

Results of recovery studies for gallic acid of the extract from P. niruri

Theoretical concentration Experimental concentration

Recovery (%) Total recovery (%)

(pg mi~") (ug ml™h (X: CV %) (X: CV%)
1.09 1.12 102.44: 0.52

1.56 1.62 103.35: 0.62 103.50: .39
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 (« = 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 chromatographic 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 ml~')

Gallic acid Peak 2 Peak 3
Leaves 177 424 534
Branches 14 17.5 13
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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
COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES NO PRODUTO SECO POR ASPERSAO
(PSA) DE PHYLLANTHUS NIRURI

DE SOUZA, T.P.; PETROVICK, P.R.

Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de
Farmacia/UFRGS, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Avenida Ipiranga,
2752, Porto Alegre, RS 906010-000, Brasil.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar a adequagdo do método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia, empregado na quantificacdo de polifendis em solugdes
extrativas aguosas de Phyllanthus niruri, previamente validado por DE SOUZA e col.
(2002), na anélise dos polifendis presentes no produto seco por aspersdo (PSA)
obtido a partir dessa espécie vegetal. O método foi validado quanto a linearidade,
preciséo intermediaria, repetibilidade e ensaio de exatiddo. Os cromatogramas
evidenciaram que O produto seco por aspers@o apresentou perfil cromatografico
qualitativamente semelhante & solugdo extrativa. Os parametros de validag&o
evidenciaram que 0 método apresentou adequada linearidade, com coeficiente de
regressao acima de 0.999 para as trés substancias analisadas, ou seja, acido galico,
substancia 2 e substancia 3 (ainda ndo identificadas). A repetibilidade e a precisdo
intermediaria mostrou baixo coeficiente de variagdo. O ensaio de exatiddo
evidenciou que o método em estudo permitiu uma recuperacao de mais de 99 % do
acido galico presente na amostra, 0 que sugere nio haver no produto seco por
aspersao de Phyllanthus niruri produtos que possam interferir no doseamento dessa
substancia.

Palavras chaves: produto seco por asperséo, CLAE, Phyllanthus niruri, polifendis
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1. INTRODUCAO

Para o desenvolvimento de um medicamento fitoterdpico & condicéo
fundamental a disponibilidade de métodos analiticos que permitam a identificagéo e
quantificacdo da constituigdo 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 métodos analiticos para o
controle de qualidade de fitoterapicos esbarra no probiema de este ser uma matriz
complexa, onde a existéncia de varias substancias, associadas ou nao, dificultam a
anélise e a quantificacéo do produtoc (BONATI, 1991).

O produto seco por aspersao de Phyflanthus nirun foi desenvolvido com a
finalidade de obtencdo de um produto intermediario com definidas caracteristicas
fisico-quimicas, visando o emprego na elaboragéo de uma forma farmacéutica sélida
(SOARES, 1997). Porém, apesar de ser um produto padronizado, continua sendo
uma matriz compiexa, contendo além das substancias quimicas presentes no exirato
original, adjuvantes farmacéuticos, os quais podem representar mais um ponto

critico para o estabetecimento de um método analitico.

Sendo assim, apesar da literatura registrar um método anatitico validado para
solugdes extrativas aquosas de Phyllanthus niruri (DE SOUZA e col., 2002) seria
interessante que a metodologia tivesse aplicagdo em todo o ciclo tecnolégico.
Portanto, considerando a presenga de novos componentes, adjuvantes
farmacéuticos, na matriz analitica vegetal, este trabalho tem por objetivo verificar a
adequacdo do método de quantificagdo de polifendis por CLAE na analise do
produto seco por aspersdo de P. niruri, a fim de garantir a reprodutibilidade dos
resultados e o estabelecimento de limites de aceitagdo através da aplicacdo de
testes de precisio e exatiddo (MARTIN-SMITH e RUDD, 1988; iCH, 1996).
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2. METODOLOGIA

2.1 Matéria-prima

O produto seco por aspersdo foi obtido baseando-se na metodologia
desenvolvida por SOARES (1997).

2.2 Equipamento

Cromatografo liquido Shimadzu {(LC —10 AD) eguipado com controiador de
gradiente (FCV ~ 10 AL), injetor automatico (SiL-10 A) e detector de UV/VIS (SPD -
10 A) controlado por software (CLASS LC ~ 10).

2.3 Reagentes quimicos

Acetonitrila (grau HPLC, Merck, Darmstadt, Alemanha), acido ortofosforico
(Merck, Darmstadt, Alemanha) e agua ultrapura Milli — Q (Millipore, Bedford, USA)
foram utilizados como fase movel. Acido galico (Reag. Ph. Eur., Merck, Darmstadt,
Alemanha) foi utilizado como padréo externo.

2.4 CondigOes cromatograficas

A metodologia utilizada foi desenvolvida por DE SOUZA e col. (2002) e consta
de sistema gradiente de separagdo. Como fase moével A foi utilizado &cido fosfarico 1
% (m/m) e como fase movel B, uma mistura de acetonitrila:acido fosférico 1% (m/m)
na propor¢ao 50:50 (viv). O sistema gradiente utilizado foi de 22 — 24 % de B
durante 7 minutos, 24 —- 40 % de B por 10 minutos, 40 - 100 % B por 8 minutos, 100
— 22 % por 15 minutos, 22 % de B por 20 minutos. Foi utilizado fluxo de 0.6 ml/min

com volume de inje¢do de 20 ul/mt e detecgdo em comprimento de onda de 275 nm.
2.5 Validacao de metodologia analitica (ICH, 1996)
2.5.1 Curva de padronizag&o do acido galico

Amostra de 10,0 mg, exatamente pesada, de acido galico foi dissolvida em
100,0 m! de agua destilada. Aliquota de 10,0 ml desta solugdo foi diluida com &gua
destilada para 100,0 mi para constituir a solugdo SD1. Aliquotas de 0,5; 2,0; 4,0, 6,0;
8,0 e 10,0 mi da SD1 foram diluidas em baldes de 25,0 mi com acetonitrila:agua
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{20:80 v/v) de modo a resultarem em concentragtes finais de 0,2; 0,8; 1,6, 2,4, 3.2 e
4,0 ug/mi de acido galico.

2.5.2 Curva de calibracgo do PSA

Amostra de 73,8 mg de PSA, exatamente pesada, correspondente a 49,68 mg
de extrato seco vegetal, foi dissolvida em 100,0 ml de agua destilada, agitando-se
sob proteg@o da luz por periodo de 2 horas. A partir desta solugdo, aliquotas de 1,0;
2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 ml foram diluidas, em baldes de 25,0 ml, com acetonitrila:agua
(20:80 v/v) de modo a resultarem em concentragbes finais de 29,52; 59,04; 88,56;
118,08 e 147,60 pg/mi de PSA. Este procedimento foi repetido em trés dias

consecutivos.
2.5.3 Repetibilidade

Foi avaliada através da andlise de solugdo de PSA com concentragdo de
88,56 ug/mi, correspondente ao ponto central da curva de calibragdo, sendo
analisadas trés réplicas com trés injegcbes cada. O resultado foi expresso como

coeficiente de variagdo.
2.5.4 Precisdo intermediaria

Foi avaliada através de analise de solugdo de PSA com concentra¢do de
88,56 ug/ml, escolhida a partir da curva de calibracdo, preparada e analisada em
trés dias diferentes. O resultado foi expresso como coeficiente de variacéo.

2.5.5 Exatiddo

A exatiddo foi avaliada através da recuperacao do acido galico adicionado &
solugdo com concentracéo de 59,04 ug/mt de PSA. O estudo de recuperacéo foi
realizado com trés concentragbes de acido gaélico (0,4; 0,8 e 1,2 ug/ml). Solugbes
controles de PSA e &cido gélico foram analisadas, paralelamente. A exatiddo foi

calculada através da equacao abaixo (1):

CME

exatidéo = 100 1
xatidao it (1
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Onde: CMT = concentragdo média experimental (concentracdo medida) e CT =

concentracdo tedrica (concentracdo de acido galico presente na solugéo de PSA +
concentracdo da solugao de referéncia de dcido galico).

3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia empregado para o
doseamento de polifendis presentes no produto seco por aspersdo de Phyllanthus
niruri foi 0 mesmo desenvolvido e, previamente, validado por DE SOUZA e col.
{2002) para a andlise da solucio extrativa desta espécie vegetal, porém, devido a
presencga do adjuvante de secagem e considerando o possivel aumento dos teores
das substancias medidas, em virtude da operacZo de concentracdo da solugéo
extrativa (HATANO e col., 1986), faz-se necessaria uma avaliagdo da adequagdo do

método para andlise do PSA. Assim, os parametros de validagdo metodologica
foram novamente avaliados.

No perfil cromatografico do produio seco por aspersdo (figura 1) nao foi
evidenciado nenhuma alteracio dos polifendis presentes.

Dat2:PSA3.D0Z  Method: TATEIN.MET Chel
mAbs  Chrom: PSAS.CO2  Atten:d
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Figura 1: perfil cromatogréafico do produto seco por aspersdo de P. niruri. Acido
galico (1), substancias ndo identificadas (2) e (3)
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O primeiro pardmetro analisado foi a linearidade. A curva de calibragZo foi
construida de modo que cada ponto analisado tivesse a mesma concentragdo, em
termos de residuc seco, que a solugio extrativa. Para a analise do PSA por CLAE,
fez-se necessaria a dissolug@o do mesmo em agua, sob agitagdo por um periodo de
2 horas. A necessidade da agitagio pode ser explicada por uma possivel interacao
dos taninos com o didxido de silicio coloidal durante & operagdo de secagem por
aspersdo (MARTINS, 1997). A agitagio pode favorecer o desmonte das possiveis
interacbes dos polifendis com o adjuvante presente no produto em analise. Esse fato
foi observado ao construir a primeira curva da calibragdo do PSA, uma vez gue com
a simples dissolucdo do mesmo em agua, com rapida agitagdo, notou-se perda da
linearidade entre as concentragbes analisadas. No entanto, apés a repeticdo do
experimento com agitacdo prolongada, todas as curvas analisadas apresentaram
comportamento linear, com coeficiente de regresséo (r?) maior que 0,999 (Tabela 1 e

figura 2).

Tabela 1: parametros de linearidade para substancias presentes no PSA de P. niruri

Substancias r Equacao da reta CV %*
1 (dcido galico) 0,9999 y = 1167, 7x— 896,94 1,31
2 0,9999 y = 1630,28x - 1639,7 1,82
3 00,9989 y = 1850,39x — 32111 2,34

* CV% da inclinago da reta em trés dias consecutivos
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Na figura 2 podem ser visualizadas as curvas de calibragdo dos 3 picos

presentes no PSA, considerando, em conjunto, os trés dias de analise. A avaliagdo

da dispersao dos valores da inclinagéo das retas demostrou um baixo coeficiente de

variacao percentual (CV < 2,5 %) para todos os picos analisados.

300000 -
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—8-52
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Figura 2: curvas de calibragdo dos picos presentes no PSA de P. niruri

A andlise dos resultados dos ensaios de repetibilidade e precisdo

intermediéria do PSA de P. niruri (Tabela 2) mostrou coeficientes de variagéo,

menores que 3 % para ambos os ensaios, o que demonstra boa reprodutibilidade do

método para a analise dos polifendis no PSA.

Tabela 2: repetibilidade e preciséo intermediaria do PSA de P. niruri. Valores de

areas (mADbs)

Substancias

Repetibilidade
Xt s (CV %)

Precisao intermediaria
xt s (CV%)

S1 (acido galico) 102896 + 539,90 (0,52) 102611,5 + 1946,373 (1,90)
S2 144858.3 + 1133,494 (0,78) | 1430056 + 4359,323 (3,05)
S3 163982,2 + 962,224 (0.59) | 160297.4 + 4330,58 (2,70)

Para realizago do ensaio de exatido foi construida curva de calibragéo da

substancia de referéncia (acido galico). As concentragbes analisadas apresentaram
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comportamento linear resultando na equagdo da reta de y = 91622x — 5,0022, com r*
de 0,9998.

Na tabela 3 estéo descritos os resultados de recuperagdo do &cido galico no
PSA de P. niruri, demonstrando uma recuperagdo média de 99,94 % com CV %
abaixo de 1 %, em todas as concentragdes analisadas. De acordo com o protocolo
estabelecido, os resultados revelam que o adjuvante de secagem presente no PSA
de P. niruri n3o interferiu no doseamento do acido galico.

Tabeia 3: resultado do ensaio de exatiddo do acido galico

Concentragao tedrica Concentragao(sgfme{):mental media Recuperac&o (%)
fmi = 9
(ng/mi) X +5s X {CV%)
1.1749 1,1757 £ 0.008 100,07 (0,72)
1.5946 1,5941 + 0.001 99,98 (0,08)
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 solugdo extrativa aquosa de Phyllanthus niruri (Tabela 4),
verifica-se que o PSA apresentou um teor dessas substancias consideravelmente
superior que na solucao extrativa. O aumento foi de, aproximadamente, na ordem de
124, 67 e 45 % das substancias 1, 2 e 3, respectivamente. O que pode ser explicado
pelo fato da soluc@o extrativa, que deu origem ao PSA, ter passado por um processo
de concentragdo, ficando exposta a temperatura de 70 °C por um periodo de cerca
de 12 horas. Estudos’ revelaram que o aquecimento da solugdo extrativa provoca
um consideravel aumento nos teores das substancias medidas, e pode ser
justificado por uma possivel despolimerizagdo dos polifendis com a liberagéo de
mondmeros e dimeros (HATANO e col., 1986). Dessa forma, os resultados do teores
de polifendis no PSA superiores aos da solugdo extrativa eram, previamente,

esperados.

" DE SOUZA. T P. tese de doutorado. capitulo 4.
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Tabela 4: teor de polifendis presente na solugéo extrativa (SE) e produto seco por
aspersao (PSA) de P. niruri

Polifendis (mg/g)
Produtos $1 (Acido galico) 2 -
X (CV3) X (CV%) X (CV%)
St 8.17(1.79) 15,44 (2,26) 20,13 (1,84)
PSA * 18,37 (0,58) 2573 (0,77) 29,08 (0.58)

' considerando o residuo seco, “ descontando os 30 % de aerosil

4. CONCLUSAO

O método analitico por CLAE desenvolvido para quantificagio de polifendis
presentes na solugdo extrativa aquosa de P. niruri foi, igualmente, eficiente na
quantificacdo dessas substancias no produto seco por aspersdo. O método foi
validado mostrando linearidade e apresentando coeficientes de variac&o inferiores a
3,05 % tanto para o ensaio de precis@o intermedidria como de repetibilidade. A
elevada recuperagdo do acido galico, substancia de referéncia, no ensaio de
exatiddo demonstrou que o adjuvante de secagem presente no produto seco por
aspers&o nao interferiu no método de analise.
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1. INTRODUGAO

Entre as técnicas de secagem empregadas na preparagéo de produtos secos,
a secagem por aspersdo tem sido utilizada com sucesso na industria de
fitoterapicos, principalmente, pelas caracteristicas fisicas, quimicas e tecnologicas
que conferem ao produto final. Além disso, possibilita a prepara¢do de produtos
pulvéreos com caracteristicas definidas, como tamanho e forma de particulas, que
também podem ser pré-determinadas. Os produtos obtidos por este tipo de secagem
possuem, dependendo dos adjuvantes e da técnica de preparacéo, a propriedade de
reconstituicio instantanea em agua, caracteristica, freqientemente, ausente em
produtos secos obtidos por outro meio de secagem. Qutra vantagem € o reduzido
tempo de contato do produto a secar com a fonte calorifica, limitando os fenémenos
de termodegradagdo (MASTERS, 1978; NIELSEN, 1982; JACOB e col., 1984,
BRODHEAD e col., 1992).

A secagem por aspersdo tem sido amplamente empregada na pesquisa e
desenvolvimento de formas farmaceéuticas, principaimente, porque os solidos obtidos
podem ser incorporados diretamente em granulados, comprimidos, capsulas,
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 técnica de secagem,
apresentam, geralmente, forma de particula esférica, caracteristica favoravel a
obtencdo de formas farmacéuticas com homogeneidade de distribuicdo dos
constituintes (GAUDY, 1991). No entanto, geraimente, possuem reduzido tamanho
de particula e elevada higroscopia, caracteristicas que dificultam a obtencdo de
formas farmacéuticas sdlidas. Uma estratégia para sobrepor o problema da baixa
granulometria é a granulacio.

Assim, o presente capitulo tem como objetivos o desenvolvimento de um
produto seco por aspersdo (PSA) em torre de secagem em escala semi-industrial,
bem como realizar estudos para o desenvolvimento de um granulado com
caracteristicas tecnoldgicas adequadas para obtengéo de comprimidos contendo

alto teor de PSA de Phyllanthus niruri.
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OBTENGAO E CARACTERIZAGAO DE PRODUTO SECO POR ASPERSAO DE
PHYLLANTHUS NIRURI EM ESCALA SEMI-INDUSTRIAL

DE SOUZA, T.P.; PETROVICK, P.R.

Facuidade de Farmacia, Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil.

RESUMO:

O presente trabaiho descreve o desenvolvimento e caracterizagio de um produto
seco por aspersdo a partir de solugdo extrativa aquosa de Phyllanthus niruri,
utilizando torre de secagem semi-industrial. A caracterizagéo fisico-quimica do
produto foi realizada de modo a identificar suas propriedades tecnoldgicas
comparando-as com as caracteristicas de produtos secos obtidos em escala
laboratorial. Um estudo de estabilidade quimica, submetendo a solugdo extrativa
aquosa a uma temperatura de 70 °C por 24 horas, foi realizado com a finalidade de
verificar uma possivel degradagdo das substancias quimicas presentes no extrato. O
estudo foi monitorado através de cromatografia liquida de alta eficiéncia. O PSA
obtido apresentou caracteristicas tecnoldgicas consideravelmente melhores que o
PSA produzido em escala laboratorial, no entanto, continua apresentando elevada
higroscopia. O estudo de estabilidade demonstrou que temperaturas elevadas
parecem causar uma despolimerizagdo de polifendis de alto peso molecular
liberando mondmeros e dimeros, os quais apareceram em maior quantidade no PSA
originado de uma solugé@o extrativa concentrada a 70 °C por um periodo de 12
horas.

PALAVRAS CHAVES: produto seco por asperséo, Phyllanthus niruri, polifencis
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1. INTRODUGAO

A secagem por aspersdo, spray-drying, tem sido amplamente utilizada na
industria farmacéutica. Particularmente, no desenvolvimento de fitomedicamentos
tem um emprego bastante satisfatério, uma vez que permite a obtencéo de produtos
intermedidrios com maior concentragdo de constituintes quimicos, facilidade de
manuseio e melhor estabilidade tecnolégica quando comparados aos extratos
liquidos e moles (BASSANI, 1990; GAUDY e col., 1991; SOARES, 2002).

Esta técnica de secagem conduz a obten¢do de produtos com baixo risco de
degradagdo dos constituintes quimicos durante a operacdo, dado o curto tempo de
contato entre o produto a ser seco e a fonte de calor, 0 que representa uma grande
vantagem desta técnica quando comparadas a outras técnicas de secagem que
utiizam calor (BROADHEAD e col., 1992). Outra vantagem é a obtengdo de
produtos sob a forma de particulas esféricas de alta dissolugdo, o que é favoravel
para a obtencdo de uma forma farmacéutica solida. No entanto, geraimente
apresentam como desvantagem reduzido tamanho de particula e elevada
higroscopia, caracteristicas nao favoraveis para um posterior processamento
tecnolégico (GAUDY e col, 1991). A utilizacdo de adjuvantes de secagem, o
aumento do teor de sélidos presentes no produto a ser seco, bem como o proprio
desenho do sistema de aspersdo sado alternativas que podem contribuir para a
melhoria das caracteristicas tecnoldgicas dos produtos secos obtidos (FOSTER e
LEATHERMAN, 1995).

Phyllanthus niruri é espécie vegetal com atividade terapéutica comprovada,
cujo processamento tecnolégico para obtengdo de uma forma farmacéutica sélida
vem sido amplamente estudada. Porém, até o momento, o PSA desenvolvido
apresenta deficientes caracteristicas reologicas (SOARES, 1997; COUTO, 2000).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi, utilizando um equipamento de
secagem semi-industrial e aumentando o teor de sdlidos presentes na solugéo a
secar, verificar a possibilidade de melhorar as caracteristicas tecnoldgicas do

produto obtido.
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2. METODOLOGIA

2.1 Matéria-prima

Como matéria-prima vegetal foram utilizadas as partes aéreas de Phyllanthus
niruri constituidas, ponderalmente, de 80 % de folhas e 20 % de ramos, adquiridas
da empresa Quimer Comercial Ltda (S&o Paulo).

Como adjuvante farmacéutico foi utilizado o diéxido de silicio coloidal

(Aerosil® 200) (Degussal/Sao Paulo) sem tratamento prévio.
3. Desenvolvimento de produto seco por aspersao em escala semi-industrial

3.1 Obtengdo da solugao extrativa

O produto seco por asperséo foi produzido a partir de uma solug@o extrativa
aquosa de Phyllanthus niruri 7,5 % (m/V), seguindo protocolo estabelecido por
SOARES (1997), com modificagdes.

A solugdo extrativa (SE) foi preparada em percolador de aco inoxidavel
(Globo Inox), através de decoccéo a 100 °C da droga vegetal por um perfodo de 15
minutos. Apés resfriamento a micela foi filtrada com auxilio de filtros de velas
(Sulinox Ltda). Foi preparado um unico lote de 300 litros de solugéo extrativa.

3.2 Estudo da estabilidade quimica da solugéo extrativa a temperatura de 70 °C

Amostras de 100,0 mi, exatamente pesadas de solu¢éo extrativa de P. niruri,
foram acondicionadas em frascos de vidro ambar, com tampa de rosca, e
submetidas em banho de agua, a temperatura de 70 °C, por um periodo de 24
horas. Aliquotas de 2,0 ml foram retiradas para analise nos tempos 0O, 3, 6 e 24
horas de iniciado o experimento, pesando-se o frasco para verificar a perda de agua
por evaporagdo. As andlises foram realizadas em CLAE conforme metodologia
validada (DE SOUZA e col., 2002) para solug&o extrativa aquosa de P. niruri, sendo
determinado o teor de polifendis presentes em uma amostra com concentragao de

solugéo extrativa de 4,8 pl/ml.
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3.3 Concentracao da solucgao extrativa de P. niruri

A solugdo extrativa foi concentrada em concentrador a vacuo, por um periodo
aproximado de 12 horas, a uma temperatura de 70 °C, para reducéo de 11 vezes do

volume inicial.
3.4 Caracterizagao da solugao extrativa concentrada (SEC)
3.4.1 Determinacao de residuo seco

Aligquota de 20,0 ml da solugdo extrativa foi exatamente pesada, diretamente,
em pesa-filtro, previamente tarado, e evaporada até secura em banho de agua, sob
agitacdo ocasional (BOHME e HARTKE, 1976). Apds evaporagdo da solug&o
extrativa. o pesa-filtro contendo o residuo foi colocado em balanga munida de
sistema de secagem por infravermelho nas seguintes condi¢ées de operacgdo: nivel
de sensibilidade de 120 e temperatura de 105 °C, com intervalo de 10 min entre

cada determinagéo. O resultado expressa a média de seis determinagées.
3.4.2 Analise qualitativa em cromatografia de camada delgada

A analise qualitativa foi realizada utilizando, para identificaczo de flavondides,
o sistema cromatografico acetato de etila:acetona:acido acético:agua (60:20:5:5),
eluido sobre gel de silica Fxs4. A revelagédo das manchas foi através da pulverizagéo
de solucdo metandlica de reagente Natural-A a 0,3 % (m/v) seguida de solucio
etandlica de poligol 400 a 0,5 % (v/v) e visualizag&o sob luz ultravioleta em 365 nm.
Para identificagdo de taninos utilizou-se o sistema acetato de etila:acido
formico:agua (95:5:5 v/v) eluido sobre gel de silica Fas4, a revelacédo das manchas foi
feita através de solugdo de vanilina cloridrica @ 1 % seguida de aquecimento da

placa. em estufa, a 110 °C por 10 min.
3.4.3 Analise microbioldgica

Foi realizada utilizando-se meio de cultura &agar caseina-soja, para
identificacdo de bactérias e meio de cultura agar Sabouraud-dextrose, para

identificagao de fungos e leveduras (WHO, 1998).
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3.5 Obtengédo do produto seco por aspersao {PSA)

Apébs concentragéo da solugdo extrativa, o produto seco por aspersao foi
produzido em torre de secagem Production Minor dotada de .aspersor rotatério,
adicionando-se, como adjuvante de secagem, a proporgao ponderal de 30 % de
dioxido de silicio coloidal (Aerosil 200) calculado sobre o residuo seco da SEC. As
condicbes de secagem estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1: condigbes da operagaoc de secagem por aspersao

Parametros Valor
Temperatura de entrada (°C) 1772 £1
Temperatura de saida (°C) 99,3 +1
Velocidade do aspersor (rpm) 10900
Bomba de alimentagao (mi/min) 143
Diferenca de pressdo (Ap) 125

A SEC foi mantida sob agitagdo constante durante toda operagdo de
secagem, a fim de garantir homogenegidade ao produto final. O PSA resultante foi
acondicionado em frascos de polietileno opacos e armazenados em dessecadores
contendo gel de silica com indicador de umidade.

3.6 Caracterizagao do produto seco por aspersao
3.6.1 Determinagao do rendimento da operacao de secagem

O rendimento foi obtido através da diferenga entre a massa tedrica de sélidos
soluveis e do adjuvante de secagem presente na solugdo extrativa e a massa do
produto seco por asperséo obtido.

3.6.2 Determinagao da perda por dessecagao (CARVALHO, 1997)

A perda por dessecaczo foi determinada em balanca de secagem por
infravermelho (Mettler CP 16). Cerca de 500 mg, exatamente pesados, da amostra
foram colocados em pesa-filtro, previamente tarado, e dessecados nas seguintes

condicdes de secagem: nivel de sensibilidade de 120 e temperatura de 105 °C.
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3.6.3 Analise qualitativa em cromatografia de camada delgada

Foi realizada utilizando os mesmos sistemas cromatograficos descritos no
item 3.4.2.

3.6.4 Analise granulométrica e determinagao dos parametros granulométricos
(LANTZ, 1989; LIEBERMAN e col., 1989)

A avaliacdo granulométrica foi realizada em microscopio 6ptico, considerando
o diametro de Feret, através da contagem de, no minimo, 500 particulas. A leitura foi
efetuada em objetiva de 10x, sendo o pé disperso a seco sobre a lamina. Os
parametros didgmetro médio e amplitude de distribuicio foram determinados através

de método gréafico.
3.6.5 Anadlise das particulas em microscopia eletronica de varredura.

A avaliagdo da forma e estrutura das particulas foi efetuada utilizando
microscopio eletrénico de varredura (Jeol - JSM 5800), apds metalizacdo da

amostra em metalizador Jeol Jee 4B (JVG-IN).
3.6.6 Determinacgao de fluxo (GUYOT e col,, 1995; CARVALHO, 1997).

Foi determinado através do escoamento dinamico utilizando equipamento
dotado de mddulo de descarga automatica obedecendo a Ph. Eur. (1997). A
velocidade de fluxo foi calculada através de analise grafica e da razao entre a massa

e o tempo de escoamento total da amostra.

3.6.7 Determinagao das densidades brutas e de compactagdo, fator de
Hausner, indice de Carr e de densificagao (CARR, 1965; VOIGT, 1993; GUYOT e
col., 1995; PECK e col., 1989).

Os volumes brutos e de compactagdo foram medidos em volumetro de
compactacado, onde 10 g do pd, exatamente pesados, foram vertidos numa proveta
de 25 ml (volume bruto = Vb) e submetidos a 10 (Vio), 500 (Vo) € 1250 quedas
sequenciais (DIN 5394). O ensaio foi continuado em sequéncias de 1250 quedas até

que a diferenca entre duas leituras subseqlentes fosse inferior ou igual a 0,1 ml,
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sendo este considerado como volume de compactacdo (Vc). A partir dos dados
obtidos neste ensaio foram calculados as densidades brutas e de compactagéo, o
fator de Hausner, indice de Carr e de densificacdo, segundo as equagbdes 1, 2 e 3,
respectivamente. Os resultados do indice de densificagéo foram extrapolados para
massa de 100 g, conforme recomendado pela literatura.

FH=3 (1) o= do-dc
db

x100 (2) D=V, ~Veo (3)

onde: FH = fator de Hausner; db = densidade bruta (¢/ml); dc = densidade de
compactacdo (g/mi); IC = indice de Carr; ID = indice de densificagdo; Vi = volume
do p6 apods 10 quedas (ml); Voo = volume do po apos 500 quedas (mi).

3.6.8 Andlise microbiolégica
Foi realizada conforme item 3.4.3

3.6.9 Avaliagdo do comportamento em atmosfera com umidade controlada
(CASADEBAIG, 1987; GAUDY e col., 1991)

Foram utilizadas solugbes saturadas, com residuo sé6lido, de fosfato dibasico
de sbdio hepta-idratado e nitrito de sodio, colocadas em dessecadores, a fim de
obter as umidades relativas (UR) de 34 e 65 %, 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 sor¢do
foram obtidos através da determinacao da alteragao gravimétrica das amostras, nas
primeiras 24 e 72 horas, e, apds, a cada 48 horas, por um periodo de 14 dias. Foram
observadas, também, alteraces na aparéncia do produto. O resultado expressa a
média de cinco determinagdes, utilizando trés pesa-filtros vazios como controle.

3.6.10 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada através de ANQVA, teste de Tukey e teste

de t de Student, utilizando o programa estatistico SigmaStat® verséo 1.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.10btencao da solugdo extrativa

Um dos fatores que contribui para o tamanho de particula de um produto seco
por aspersao € o teor de sdlidos sollveis e/ou suspensos presentes no produto a ser
seco. Para se obter um bom rendimento da opera¢ao de secagem é necessario que
o produto tenha um teor de sélidos minimo de 10 %, do contrario, as particulas
resultantes podem ter tamanho muito reduzido e assim, serem perdidas através do
sistema de exaustdo (LIST e SCHMIDT, 1989). A solugdo extrativa de Phyllanthus
niruri, preparada na relacdo droga:solvente de 7,5:100 (m/V), apresenta um baixo
teor de sdlidos, geralmente menor que 2 % (DA SILVA, 1999; COUTOQ, 2000), sendo
uma das estratégias de processo a operagdo de concentragdo da SE a fim de

aumentar este teor.

Considerando que a concentragcdo da SE seria realizada a temperatura em torno
de 70 °C, por um periodo de tempo dependente do volume de solugéo extrativa e da
concentracdo final desejada, fez-se necessario um estudo de estabilidade quimica
da SE frente & temperatura. Sendo assim, foi realizado um estudo piloto
submetendo-se a SE a temperatura de 70 °C, em banho de 4gua, por um periodo de
24 horas, onde aliquotas foram analisadas 0, 3, 6 e 24 horas apds iniciado o
experimento. A analise quantitativa foi realizada por CLAE sendo verificado o perfii
cromatogréfico, bem como quantificadas as trés substancias majoritarias presentes
na SE.

Durante © experimento, observou-se que nao houve alteracdo do perfit
cromatografico da SE (figura 1), ndo sendo visualizada a presenga de picos
adicionais ou o desaparecimento dos existentes. No entanto, houve um consideravel
aumento na concentracdo dos picos majoritarios (figura 2). Comparando-se os
resuitados das analises da SE mantida & temperatura ambiente (0 h) com a exposta
ao calor por um periodo de 24 horas, verificou-se gue houve um aumento nas

concentragdes do pico 1, 2 e 3.
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Figura 1: perfil cromatografico da SE de Phyllantus niruri quando exposta a
temperatura de 70 °C.

A literatura registra que temperaturas acima de 55 °C séo favoraveis para a
despolimerizagao de taninos hidrolisaveis, liberando acido galico e outros taninos de
pequeno peso molecular, principalmente na forma monomérica e dimérica (HATANO
e col, 1986; MUELLER - HARVEY, 2001). No ensaio de estabilidade realizado com
a SE de P. niruri, frente a temperatura de 70 °C, observou-se que, de acordo com o
tempo de exposi¢cao da SE a esta temperatura, houve elevagéo da concentragdo do
acido galico e de dois outros picos presentes na SE de P. niruri.

No entanto, se a despolimerizagéo for a justificativa para o fendmeno acima
observado, o presente método de andlise cromatografica ndo foi capaz de
quantificar tais polimeros, uma vez que a despolimerizagdo deveria resultar na
reducdo da concentragdo das substancias que estado sofrendo tal fendmeno, fato
este que nao péde ser observado pelo sistema cromatogréfico utilizado.
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Os resultados obtidos neste experimento permitem inferir que o PSA de P.
niruri originado de uma solugéo extrativa que sofreu concentrag&o a temperatura
superior a 70 °C, provavelmente, tenha concentracdes de &acido galico e das

substancias 2 e 3 superiores as da SE de origem.
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Figura 2: comportamento das substancias majoritarias presentes na SE de
Phyllanthus niruri, durante ensaio de estabilidade a 0 h, 3 h, 6 h, e 24 h frente a

temperatura de 70 °C

Comparando-se o valor de residuo seco da solugao extrativa obtida em maior
escala de produgédo com a obtida em escala laboratorial (tabela 2), observou-se que,
embora nado haja diferenca estatisticamente significante (teste “t” de Studant p >
0,05), a SE obtida na maior escala apresentou residuo seco inferior. ‘

Tabela 2: comparagéo entre os residucs secos da SE obtida em diferentes escalas

de produgéo

SE e_scala laboratorial SE esgala semi-industrial
xts (CV%) XEts (CV%)
Residuo seco g % 1,67 + 0,06 (3,44) 1,24 +0,0002 (0,16)

Ensaio
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A operacéo de concentracdo da SE foi realizada em equipamento de maior
porte, onde 300 litros de SE foram concentrados até um volume final de 27 litros, o
que representou uma reducao de cerca de 11 vezes do volume inicial. Apds a
concentragdo, a SEC foi submetida, o mais rapidamente possivel, & secagem por
aspersdo, uma vez que, em se tratando de uma solug@o aquosa poderia favorecer o
crescimento de microrganismos (HERBELE, 2000). Dessa forma, a SEC foi
caracterizada apenas quanto ao residuo seco, analise qualitativa por cromatografia
em camada delgada e analise microbiolégica.

A solucao extrativa foi concentrada até um teor de sdlidos de 13,8 %, a partir
do qual foi caiculada a quantidade de adjuvante de secagem (Aerosil 200) a ser
adicionada.

A andlise qualitativa realizada por cromatografia em camada delgada,
utilizando os sistemas para flavondides e taninos, néo indicou diferengas visuais
entre os perfis das SE antes e apds concentracio.

A analise microbioldgica indicou a presenga de 855 UFC/ml de bactérias
viaveis na SEC, enquanto que na andlise de fungos e leveduras nao foi verificado
crescimento. Os resultados indicam que a operagdo de concentracéo,
provavelmente, devido ac tempo de contato (12 h) com a elevada temperatura (70
°C), tenha sido responsavel por uma reducdo de 86,9 % no numero de UFC em
relacédo a SE de origem, estando de acordo com os niveis microbianos maximos
permitidos pela WHQ (1998).

4.20btengao do produto seco por aspersao (PSA)

Para a obtengéo do PSA foi adicionado a SEC Aerosil 200, como adjuvante de
secagem. Foi calculada a adigdo ponderal de 30 % do adjuvante sobre o residuo
seco (13,8 %) da SEC, perfazendo um total de sélidos de 19,7 %. No entanto, o
Aerosil forma uma dispersao coloidal quando em contato com agua e desse modo a
SEC tornou-se bastante espessa, dificultando o procedimento de agitacdo, o que
poderia resultar em um PSA néo homogéneo. Assim, foram adicionados 6 litros de
agua a dispersao a fim de facilitar a agitacdo. Com a adicdo de agua, a dispersao
apresentou um teor, tedrico, de sblidos de 16,1 %.
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O rendimento da operacao de secagem da solucdo extrativa concentrada de P.
niruri adicionada de Aerosil foi de 94 % (tabela 3), valor consideravelmente superior
quando comparado com o rendimento de secagem de 79 % e 82 % obtido por
SOARES (1997) e COUTO (2000), respectivamente, em torre de secagem por

aspersio em escala laboratorial (TSAuy).

O alto rendimento da secagem por aspersao obtido em torre de secagem por
aperséo em escala semi-industrial (TSAsing) pode ser justificado pelo elevado teor de
sélidos presentes na disperséo a ser seca, bem como pelas caracteristicas inerentes
ao proprio equipamento, fato previamente observado por SOARES (2002) que, ao
secar, no mesmo equipamento, uma SE de Maytenus ilicifolia com um teor de
sélidos de 15,86 %, obteve um rendimento de 90,31 %.

O ensaio de perda por dessecacao realizado com o PSA (tabela 3) indica que o
produto apresentou teor de umidade residual proximo do limite maximo de 4 %
estabelecido para extratos secos (F. Bras. 1V, 1988), sendo que para produtos com
acondicionamento ndo hermético é permitido um valor de perda por dessecacéo de
até 7 %, (LIST e SCHMIDT, 1989). Comparando-se o teor de umidade residual do
PSA obtido na TSA«ns com a umidade de PSA obtida em TSA.:, verifica-se que,
embora haja diferenga estatisticamente significativa, tecnologicamente ndo ha
grandes variacdes. Além do que, desconsiderando o fato de que os produtos foram
obtidos em condigbes operacionais distintas, tais diferencas poderiam ser
justificadas apenas pelas variagbes externas de temperatura e umidade.

Tabela 3. comparagdo dos valores de perda por dessecagao (PD % m/m) do PSA de
P. niruri obtido em diferentes torres de secagem por asperséo

Ensaio Dago experimental SQARES (1997)* CQUTO (2000)*
x+s (CV %) xt s (CV%) xts (CV %)
PD (%) 4,01 +0,07 (1,74) 3,65+ 0,16 (4,38) 2,99 £ 0,03 (0,94)

* PSA obtide em TSAp

Os produto secos por aspersédo de solugdes 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 andlise da umidade residual realizada com o PSA ao
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longo do tempo de armazenamento (figura 3), demostrou que apds 9 meses houve
um significativo aumento no teor de umidade, no entanto ainda assim encontrava-se

abaixo do limite permitido de 7 % para produtos de acondicionamento nao
herméticos (LIST e SCHMIDT, 1989).
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Figura 3: teor de umidade residual no PSA durante armazenamento.

O PSA foi acondicionado em frascos de polietileno opacos e armazenados
em dessecadores a fim de reduzir a sor¢do de dgua. Porém, a manipulacéo, ainda
gue em sala com controle de umidade, pode favorecer a sorgdo de agua. Este
ensaio demonstra a necessidade do controle de umidade residual do PSA para

garantir a homogeneidade de conteudo e dosagem dos produtos derivados.

A analise por microscopia eletrénica de varredura demonstra que o PSA se
apresenta como particulas esféricas, com superficies rugosas e ocas (figura 4 e 5),
caracteristicas de produtos secos por aspersdo (MASTER, 1978).
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Figura 4: fotomicrografia eletrdnica de varredura do PSA (aumento 500 x)

Figura 5: fotomicrografia eletronica da varredura de PSA (aumento 2500 x)
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A distribuicdo granulométrica do PSA pode ser visualizada na figura 6,
observando-se uma distribuigdo com frequéncia superior a 10 % na faixa de 3,4 a
20,7 mm.
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Figura 6: histograma de distribuigdo granulométrica do produto seco por asperséo de
P. niruri

Da curva de distribuicdo granulométrica (figura 7), obtida pela plotagem da
frequéncia acumulada percentual em escala linear no eixo das ordenadas em fungéo
do tamanho de particula em escala logaritmica, foram determinados o diadmetro
meédio de particula (dg) e o desvio padrédo granulométrico (cg) (WELLS, 1988;
LANTZ, 1989).

O diametro médio obtido por método gréfico foi de 10,55 um e o desvio
padréao (og) de = 1,59 um. Segundo WELLS (1988) estreitas distribuicbes
granulométricas, geraimente apresentam og ao redor de 1,5, enquanto largas
distribuicdes podem apresentam oy = 2. O PSA de Maytenus ilicifolia, desenvolvido,
em mesmo equipamento, por SOARES (2002), apresentou um tamanho médio de
particula de 22,36 ym com desvio padrdo de + 1,06. Embora esses valores nao
possam ser comparados diretamente com os obtidos no presente estudo, por serem
resultante de métodos diferentes de andlises, permitem interpretacdo 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 distribuicio granulométrica, com valores de og< 2.
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Figura 7: curva de distribuig&o granulométrica do PSA de P. niruni

Comparando-se os tamanhos médios de particulas do PSA de P. niruri
obtidos em diferentes equipamentos (tabela 4), verifica-se que o produto obtido em
TSA«ne. apresentou diametro meédio, aproximadamente, 10 vezes maior que ©
produto obtido por SOARES (1997) e cerca de 2,5 vezes maior que o obtido por
COUTO (2000), ambos produzidos em TSAa. Estes resuitados podem ser
justificados tanto pelo teor de sélidos presentes no produto a ser seco como pelo
tipo de equipamento utilizado, uma vez que o aumento da viscosidade do fluido de
alimentac&o, assim como o emprego de aspersores rotatorios, tendem a aumentar o
tamanho de particula dos produtos obtidos (MASTER, 1978).

FOSTER e col. (1995), comparando as caracteristicas do produto obtido em
TSAcsing., aspersor rotatorio, com o obtido em TSAs, dotado de bocal pneumatico,
observaram que o produto produzido no primeiro apresentou tamanho de particula 3
vezes maior que o produzido em TSAa. Considerando que ambos os produtos
originavam-se do mesmo fluido de alimentag&o, ou seja, com o mesmo teor de
solidos, os autores concluiram que o tipo de aspersor, associado a velocidade de
giro no TSAsing, bem como, as proprias dimensdes do equipamento determinaram as

maiores dimensdes das particulas obtidas.
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Tabela 4. diametro médio de particula e desvio padrao granulométrico de PSA de
Phyllanthus niruri obtidos em diferentes equipamentos

Ensaio Dado experimental | SOARES* } COUTO*
(1997) (2000)

Diametro médio (um) 10,55 1,7 42

Desvio padréo granulomeétrico (um) 1,56 2,37 2,37

“PSA de P. niruri obtido em TSAg,

KOESTER (2003) obteve resultado semelhante ao de FOSTER e col. (1995)
ao comparar o tamanho de particulas de produtos obtidos, a partir de solugao
contendo mesmo teor de sélidos, em TSAsind. € TSAm. O pd produzido em TSAsing,

apresentou tamanho médio de particula cerca de 3 vezes maior que o obtido em
TSAIab.-

Além da diferenca no didmetro médio particular, outro dado interessante € a
menor amplitude granulométrica do PSA em estudo, quando comparado com o PSA
produzido em TSAy,, 0 qual apresenta larga amplitude granuiométrica. O tamanho
médio de particula e a amplitude de distribuicdo granulométrica séo fatores
fundamentais para a formulacdo de formas farmacéuticas soélidas, influenciando,
principalmente a uniformidade de conteudo de formas farmacéuticas sélidas
derivadas e a velocidade de dissolugdo das mesmas (WELLS, 1988; LIEBERMAN e
LACHMAN, 1989).

Do ponto de vista farmacéutico, o tamanho e a forma das particulas que
compdem um pb contribuem para as caracteristicas de fluxo e empacotamento do
mesmo, bem como podem fornecer indicagdo da necessidade de adigdo de
adjuvantes para elaboragdo de um produto derivado (LIEBERMAN e LACHMAN,
1989; WRAY, 1992). Na tabela 5 estao descritos 0s parametros de empacotamento
do PSA.
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Tabela 5: parametros de empacotamento de produtos secos por aspersdo de P.

niruri
. COuTO
. Dado experimental (2000)
Ensaios B A B
xts (CV%) X5 (CV%)
Densidade bruta (g/mi) 0,7901 +£0,004 (0,51) | 0,247 + 0,005 (2,02)

Densidade de compactagéo (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)

indice de densificagéo (ml) 11,86 + 0,13 (1,09) 118,7 + 3,51 (2,96)

A = PSA obtido em TSAgnq; B = PSA obtido em TSA;,

O indice de Carr e o fator de Hausner s3o parametros vinculados a
capacidade de empacotamento do pg, considerando-se gue valores baixos, menores
que 20 %, podem indicar materiais com caracteristicas de empacotamento mais
estaveis. influenciando positivamente na reprodutibilidade de enchimento das
camaras de compressdo (CARR, 1965; WELLS, 1988; THOMAS e POUCERLOT,
1991).

O indice de densificagéo (ID) informa sobre o comportamento do po6, quando
submetido @ movimentagdo. Valores superiores a 20 mi sugerem potenciais
dificuldades de compactamento durante a compresséo, pois significa que qualquer
movimentagdo provocara alteracdo do volume do p6, condigdo indesejavel no
enchimento da camara de compresséao (LANTZ, 1898; GUYOT e col., 1985). O valor
de ID obtido para o PSA em estudo sugere cue 0 mesmo apresenta razoaveis

propriedades de fluidez.

Como pode ser verificado na iabela 5 as caracteristicas de empacotamentio
do PSA obtido em TSAginda. 80 Nnotadamente superiores as do PSA obtido em TSAgp.
Os parametros analisados permitem inferir que o PSA obtido em TSAsind. pOSSUI
empacotamento mais estavel e, provavelmente melhores propriedades de fluxo.
Além disso, o aumento das densidades do pé favorece a formulacdo da formas

farmacéuticas solidas.

O comportamento de fluxo do PSA foi avaliado através da determinagao da

velocidade de escoamento dinamico. Para tal, foi utilizado o funil de descarga com
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menor orificio de saida (1,0 cm), observando-se escoamento livre de toda a amostra

submetida ao experimento.

Através de analise gréfica (figura 8 e tabela 6) pode ser verificado que o PSA
apresentou um fluxo livre @ homogéneo, onde 99,98 % do escoamento do pd pode
ser explicado pelo modelo de equagdo linear. Observou-se que com,
aproximadamente, 0,13 s houve escoamento total do pd. Os baixos valores das

variagbes dos dados demostram, também, suas adequadas qualidades de fluxo.
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Figura 8: Representacéo grafica do escoamento do PSA de Phyllanthus niruri

Tabela 6: resuitado de comportamento e velocidade de fluxo do PSA de P. niruri

Eouacio da et 2 VFd VF (g/s)
uacao Ga reta - -
d X+ 5 (CV%) Xt s (CV%)
_ 69,34 + 3,53 71,37 £1,16
y = 69,34 x + 0,3346 0,9998 (5,09) (1.63)

VF = velocidade de fluxo calculada pela razdo entre massa e o tempo total de escoamento da
amostra (n = 3), VFd = velocidade de fluxo calculada diretamente a partir da inclinagdo da reta (n = 3)

A analise de fluxo do PSA ratifica os parémetros de empacotamento (tabela
5) do PSA, os quais sugerem bom comportamento de fluxo. As melhoras

observadas nas caracteristicas tecnologicas do PSA de P. niruri, obtido em TSAgng,,
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podem ser justificadas pela consideravel elevacao do diametro médio das particulas

que compde o po.

A analise microbioldgica realizada com PSA demonstrou que, de acordo com
a metodologia utilizada, a carga de bactérias (30 UFC/g) e de fungos (56 UFC/g)
estava muito abaixo dos limites maximos estabelecidos pela WHO (1998), os quais
s&o de 10° UFC/g e 10° UFC/g para bactérias e fungos, respectivamente.

A figura 9 representa a carga de contaminagcao microbiana encontrada nas
matérias-primas e produtos derivados de P. niruri, desde a droga vegetal até o PSA.

UFClg (x10000)
o

0,5
=4
0 = / fungos
d S s
roga SE ——— Sl /" bactérias
SEC —

produtos vegetais

Figura 9: carga microbiana da droga vegetal e de produtos derivados de P. niruri (SE
= solugdo extrativa; SEC = SE concentrada e PSA = produto seco por asperséo)

Os derivados de P. niruri quando comparados com a droga vegetal (figura 9)
apresentaram uma consideravel reducéo no nivel de microrganismos. Fato que pode
ser explicado pelos processos de extragdo e concentragdo, os quais foram

realizados a temperaturas elevadas.
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O comportamento do PSA frente & exposicdo a ambientes de atmosfera com
umidade relativa (UR) controlada de 34 % e 65 % esta representado na figura 10,
permitindo inferir sobre possiveis alteragdes do produto frente as variagdes normais
de umidade do ambiente durante o armazenamento, bem como sobre sua
estabilidade fisica e sua aplicabilidade em diversos procedimentos tecnolbgicos.

aumento percentual de massa (%)
0
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Figura 10: isotermas de sor¢éo do produto seco por aspersdo de P. niruri em
ambiente de atmosfera controlada com umidade relativa de 34 % (¢) e 65 % (C)

Como pode ser verificado na figura 10, o PSA exposto & UR de 34 % manteve
a massa, praticamente, constante durante todo o experimento, apresentando uma
sorcdo média de 0,34 % de umidade. Macroscopicamente, nao foi observada
nenhuma alteragcao de cor e aspecto do produto. No entanto, quando submetido &
UR de 65 % houve um rapido aumento de massa nas primeiras 24 horas,
estabilizando-se a partir do quarto dia, apds absorver cerca de 8,9 % de seu peso
em agua. Apesar de n3o ter sido observada formacgac de grumos, o PSA, a partir do
quarto dia de experimento, apresentou alteracdo de cor e compactacdo geral.
Comparando-se esse resuftado com o relatado por SOARES (1997) para o PSA de

P. niruri obtido em TSAa, verifica-se que em UR de 65 %, ambos tiveram
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comportamento semelhante, sendo que este Ultimo apresentou uma sorgdo maior de

agua na faixa de 12 %.

Os resultados demostraram que embora o método aplicado para obtencao de
PSA de P. niruri tenha sido efetivo em melhorar suas caracteristicas tecnolégicas,
em relacéo & higroscopia ndo houve grandes modificacbes, uma vez que ambientes
com elevada umidade continuam provocando altera¢bes nas propriedades fisicas do
produto. A elevada higroscopia do PSA pode ser decorrente de fatores inerentes a
constituicdo quimica do produto (BASSANI, 1990; FOSTER e LEATHERMAN, 1995;
SCHILLER e col., 2000).

5. CONCLUSAO

A utilizagdo da torre de secagem em escala semi-industrial para secagem da
solugdo extrativa aguosa de Phyllanthus niruri permitiu obteng&o de um produto seco
com melhores caracteristicas tecnoldgicas e maior rendimento quando comparado
ao produto seco obtido em escala laboratorial. A concentragao da SE a temperatura
de 70 °C parece provocar um aumento no teor de acido galico e substancias 2 e 3

presentes na solugio extrativa de P. niruri.

As operagGes de concentragdo bem como a secagem por aspersdo da SE
parecem favorecer a redugdo da carga microbiana presente na matéria-prima
vegetal, uma vez que os produtos obtidos apresentaram carga microbiana inferior
aos limites maximos permitidos pela WHO (1998). A produg@o do PSA em escala
semi-industrial apesar de melhorar as caracteristicas tecnologicas néo foi eficiente

para reduzir a higroscopia do produto.
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OBTENGAO DE GRANULADOS A PARTIR DE PRODUTO SECO POR ASPERSAO
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RESUMO:

O objetivo do estudo foi avaliar a viabilidade de obten¢do de granulados a partir de
produto seco por aspersao de Phyllanthus niruri. Para atingir este objetivo, com
auxilio de adjuvantes farmacéuticos, foram estudadas as técnica de granulacio via
seca e umida a fim de verificar qual delas permitiria a obtengdo de granulados com
melhores caracteristicas tecnoldgicas e rendimento operacional. Eudragit E foi
utilizado como agente agiutinante para obtencéo de granulados por via Umida. Os
granulados foram caracterizados quanto a granulometria, parametros de
compactacdo e comportamento frente & compressdo, bem como quanto a
higroscopia. Tecnologicamente, ambos granulados, apresentaram tamanho de
particula, densidades bruta e de compactacdo, e indice de Carr favoraveis ao
desenvolvimento de uma forma farmacéutica sdlida. O comportamento frente a
compress@o demostrou que os granulados secos sofrem deformagio plastica e por
fragmentagéo enquanto que os granulados obtidos por via umida apresentaram um
comportamento predominantemente plastico. Com relacdo a sor¢do de umidade,
comprando-se os granulados com o PSA, o estudo indicou que os granulados
absorveram menos umidade, sendo que os contendo Eudragit E na proporgdo de

5 % a 10 % foram os menos higroscopicos.

PALAVRAS CHAVES: granulados, produto seco por aspersao, Phylfanthus niruri
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de uma forma farmacéuticas contendo extratos vegetais,
normaimente, envolve problemas tecnolégicos e de estabilidade, devido a propria
natureza dos extratos, os quais carecem de propriedades favoraveis a um
processamento farmacéutico, alem disso, as substancias ativas, geraimente estao
presentes em baixa concentragdo o que exige que a forma farmacéutica contenha
altas doses do extrato (CRIPPA, 1978; BONATI, 1980).

Os extratos secos vegetais, apesar de serem produtos intermediarios com
melhor estabilidade e facilidade de manuseio, caracterizam-se por serem poés muito
finos. com baixa densidade e alta higroscopia, o que dificulta sua transformag&o em
uma forma farmacgutica sélida (LIST e SHIMDT, 1989; DE SOUZA e col. 2000). No
entanto, tais caracteristicas podem ser melhoradas através da granulagéo dos
mesmos, 0 que permite o aumento do tamanho de particula do p6, melhorando a

fluidez e caracteristicas compressionais do produto.

A operagdo de granulacdo em si, com excegdo da diminuicdo da area
superficial, parece ndo oferecer maior protecdo ao extrato seco (ONUNKWO e
UDEALA. 1995). Porém, a adicio de adjuvantes farmacéuticos, além de auxiliar no
processo de granulagéo pode funcionar como medida para diminuir a higroscopia do
extrato. Como exemplo, pode-se citar o uso de diéxido de silicio coloidal ou de
resinas acrilicas, tais como o Eudragit, este empregado no revestimento de granujos
(DIAZ e col., 1996; SOARES, 2003).

Os extratos secos, geralmente, s@o altamerte sollveis em agua e, assim, a
granulacao via umida fica comprometida e resumida a utilizacdo de solventes
organicos como liquido de granulagdo, os quais devem ser escolhidos
criteriosamente para evitar reagées de degradacédo 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, através das técnicas de granulagdo por via seca e por via umida.
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2. METODOLOGIA

2.1 Matéria-prima

O produto seco por aspersédo de Phyllanthus niruri foi produzido em escala
semi-industrial baseando-se na metodologia descrita por SOARES (1997).

Os adjuvantes farmacéuticos celulose microcristalina - CMC (Avice! pH 101,
FMC corp.), estearato de magnésio - EST (fornecido por C. Bacia S.A.), dioxido de
silicio coloidal — DSC (Aerosil® 200, Degussa), croscarmelose sédica - CCS (Ac-Di-
Soi, fornecido pela Blanver) e Eudragit E100 (ROHM) foram utilizados como
recebidos.

2.2 Desenvolvimento dos Granuiados

Foi estudado o© desenvolvimento de granulados por via seca por
desagregacao (GRN) e por via umida (GPU).

2.2.1 Desenvolvimento dos granulados por via seca por desagregacéo (GRN)

Para o desenvolvimento de granulado contendo alto teor de PSA foram
avaliadas as formulagdes descritas na tabela 1. Os complexos farmacéuticos foram
obtidos através da mistura do PSA com os adjuvantes em misturador tipo V a 36 rpm
acoplado a motor multiuso (Erweka AR 400). No caso da formulagao 1, foi realizada
mistura do PSA com o material de carga/enchimento (CMC) por 15 min com
posterior adicdo de lubrificante (EST) e regulador de fluxo (DSC), continuando-se a
mistura por mais 5 min. As demais formulacdes foram obtidas sob as mesmas
condigdes, sendo o lubrificante e regulador de fluxo misturado ao PSA por um
periodo de 5 min.

Os compacios foram obtidos através da compressao direta, de cada
formulacdo, em méquina de comprimir alternativa (Korsch EK-0) equipada com
alimentador e dotada de puncgdes simples, circulares, facetados com 15 mm de
didmetro. A granulacao dos compactos foi realizada em granulador a seco de rolos
sulcados (Erweka tipo TGIIS), seguido de cominuicdo em granulador oscilatorio
(Erweka tipo FG). A calibracao foi realizada, com auxilio de tamises, visando obter
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granulados com distribuicdo granulométrica abaixo de 1,0 mm e acima de 0,25 mm.
As fracbes menores do que 0,25 mm foram recompactadas seguindo o mesmo
protocolo conforme descrito para obteng@o dos compactos. O ciclo de compactagao
e cominuigao foi repetido até que o percentual de particulas finas fosse inferior a 10

% da mistura total.

O rendimento da operacio de granulagao foi caicuiado, no primeiro ciclo da
granulagdo, através do percentual de granulados calibrados, sobre a massa do

complexo farmacéutico.

Tabela 1: composicao ponderal das formulagbes para obten¢do dos granulados.

Formulagoes PSA EST DSC CMC
(%) (%) (%) (%)
F1 (COUTO, 2000) 69,23 1,00 2,20 27,57
F2 Q9 1,00 - -
F3 o7 1,00 2,00 -
F4 98 1,00 1,00 -

PSA = produto seco por aspersao; EST = estearato de magnésio; DSC = didxido de silicio coloidal;
CMC = celulose microcristalina

Avaliagdo dos compactos

A resisténcia @ queda e a abrasdo foi determinada em friabildmetro tipo
Roche, a 20 rpm, durante 5 min, utilizando 20 compactos de cada formulagédo. A
dureza foi determinada através da resisténcia ao esmagamento radial, em durémetro
Scheleuniger. O teste do tempo de desintegragdo dos compactos foi realizado em

agua a 37 £ 1 °C segundo a Farmacopéia Brasileira 1V, 1988.

2.2.2 Desenvolvimento dos granulados por via Umida (GRU)

Para obtengdo dos granulados por via umida foi utilizado Eudragit E100 como
agente aglutinante. Foram preparados trés granulados contendo distintas propor¢des
de Eudragit E, 2,5%, 5% e 10%, respectivamente. O produto seco por aspersdo e a
solugdo de Eudragit E, em acetona (12,5% m/v), foram malaxados até consisténcia
adequada para granulagdo. A granulagdo foi realizada, manualmente, através de
tamis com 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

com 1 mm de abertura de malha.
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2.3 Caracterizacdo dos granulados
2.3.1 Analise granulométrica por tamisagdo

Cerca de 20 g de granulado foram submetidos & passagem através de
tamises, previamente tarados, com abertura de malha de 0,850; 0,710; 0,600; 0,500;
0,355 e 0,250 mm. A tamisagao foi realizada utilizando o aparelho Orto Alresa
(HZ50) a 60 vibracbes por segundo durante 15 min. As fragdes retidas nos tamises e
coletor foram pesadas e os dados analisados através da construcdo de histogramas
de distribuicdo. O didmetro médio e a amplitude de distribuicdo foram calculados
através de método aritmético (LANTZ, 1989).

2.3.2 Densidade bruta, densidade de compactacgao e indice de Carr (VOIGT, 1993;
GUYOT e col. , 1995).

Os volumes brutos e de compactagio foram medidos em volumetro de
compactagdo (J. Engelsmann), onde 10 g do pd, exatamente pesados, foram
vertidos numa proveta de 25 ml (volume bruto = Vb) e submetidos a sequéncias de
1250 quedas até que a diferenga entre duas leituras subsequentes fosse inferior ou
igual a 0,1 ml, sendo este considerado como volume de compactagdo (Vc). A partir
dos dados obtidos neste ensaio foram calculados as densidades brutas e de
compactacéo e o indice de Carr, segundo a equagéo 1.

IC = db-—-dc

x100 (1)

onde: db = densidade bruta (g/ml); dc = densidade de compactagdo (g/ml); IC =
indice de Carr (%)

2.3.3 Andlise quantitativa de polifenbis por cromatogréfia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

Foi realizada utilizando método descrito e validado para o doseamento de

polifendis presentes no produto seco por aspersao de Phyllanthus niruri .

" DE SOUZA. T.P. tese de doutorado. capitulo 3.
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A solugdo-mée (SM) foi preparada através da pesagem de granulado
equivalente a 73,8 mg de PSA, dissolvidos com agua para 100,0 mi, sob agitagéo,
por 2 horas. Aliquotas de 2,0 ml da SM foram dituidas com acetonitrila:agua (20:80
v/v) para 25,0 ml, resultando uma concentracdo de 59,04 ug/ml (SA). Antes da

analise, a SA foi filtrada por membrana hidrofilica.
2.3.4 Avaliacio frente a compressao

A avaliagdo da compresséao fol realizada em maquina de comprimir excéntrica
J. Bonals BMT, equipada com pungdes circulares, planos e lisos de 9 mm,
instrumentalizada e com sistema de aquisicdo de dados conforme descrito por
MARTINEZ-PACHECO e col., (1985). Os comprimidos foram obtidos por pesagem
individual do p6 e enchimento manual da cédmara de compresséo, sendo o volume
ajustado de modo que todos os comprimidos tivessem um conteado constante de
PSA de 250 mg. A compressao foi realizada por acionamento automatico com

velocidade fixada em 8 comprimidos/min.

A pressdo média de deformagéo (Py), plasticidade (P %) e recuperagéo
elastica (RE %) do produto seco por aspersao e granulados foram estimadas através
do modelo de Heckel e de curvas for¢ca — tempo (HUBERT-DROZ e col., 1982),
sendo o0s célculos realizados utilizando o programa Excel ® 97. A forca de
compressao foi medida em nivel do pungdo superior, utilizando forca de compressao
maximas aplicaveis ao PSA e granulados obtidos por via seca de 6000 N e de
2500 N para granulados obtidos por via umida.

2.3.5 Sorcao de umidade

O PSA e granulados foram estocados por 15 dias em ambiente com umidade
relativa de 69 %, obtida através de uma solugéo saturada, com residuo sélido, de
iodeto de potassio (NYQVIST, 1283), e temperatura controlada de 25 °C. A sorgao
de umidade foi avaliada através 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 um periodo de 15 dias.
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2.3.6 Anélise estatistica

Os resultados foram avaliados através de analise de variancia (ANOVA), teste
de Tukey e teste t de Student realizados com auxilio do programa estatistico
SigmaStat® for Windows verséo 1.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Desenvolvimento de granulado seco

Inicialmente os estudos foram baseados no trabalho realizado por COUTO
{2000) que definiu os adjuvantes celulose microcristalina, estearato de magnésio e
dioxido de silicio coloidal como os mais favoraveis, tecnologicamente, para obtengdo
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 tecnolégica que o PSA
produzido em escala piloto, estas ainda ndo foram suficientes para obtencdo de
comprimidos por compresséo direta, fazendo-se necessaria a etapa de granulagéo,
e, neste caso, devido & higroscopia do produto, avaliou-se, primariamente, a
granulacdo por via seca. Assim, foram estudadas, além da formulagac de COUTO
(2000), a viabilidade de obtengao de granulados de PSA contendo apenas estearato
de magnésio como lubrificante efou didxido de silicio coloidal, funcionando tanto
como regulador de fluxo quanto como agente sorvente para proteger o produto
obtido da ac¢&o da umidade.

As formulacOes testadas (tabela 1) foram preparadas em quantidades
suficientes para avaliacdo tecnoldgica dos compactos e granulados. De maneira
geral, os compactos foram produzidos com faixa de dureza de 50 a 70 N, com
alimentacdo automatica da camara de compressao.

Segundo PRISTA (1997), os briquetes produzidos para granuiacdo em rolos
sulcados, devem apresentar espessura na faixa de 3 a 4 mm de modo a facilitar o
processo Dessa forma, considerando que as formulagSes apresentavam
composigao diferenciada e, consequentemente densidades diferentes, 0 peso médio
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foi ajustado para que ambas apresentassem espesswra e faixa de dureza

semethantes.

Os resultados de caracterizagdo tecnolégica dos compactos estdo descritos
na tabela 2. Como pode ser observado, de modo geral, com excecéo da formulagéo
1, todas apresentaram peso médio com coeficiente de variacdo abaixc de 1,5 %,
isso pode ser explicado pela boa fluidez do PSA permitindo enchimento homogéneo

da camara de compressao.

Tabela 2: caracteriza¢do dos compactos

Formuiacdes
resultados F1 F2 F3 F4
X +s(CV%) | X +s(CV%) | X +s(CV%)| X +s(CV%)
- 064134 0,017 | 0,828 « 0,004 | 0,833 0,01 | 0.8101 < 0,003
Peso médio (g) (2,67) (05) (1.2) (0.4)
» 15180017 | 1519:007 |1622+002| 15.20 « 0,009
Diametro (mm) (0.11) (0,52) (0.12) (0.06)
32340013 | 390+0025 | 4072003 | 3932001
Espessura (mm)| ™" (0.4) (0,6) ©0.7) 0.3)
Friabiidade (%) 97 4214 69.4 50.9
5751+113 | 646:50 | 53686 | 550475
Dureza (N) (23.2) (7.78) (16.13) (13.7)
Tempo de '
. ) 25:48 4614 | 1032+ 0,36 |12:33+0,58 .
oy corasse (24.7) (3,5) (4.7) 8:00

* todos os compactos desintegraram-se ao mesmo tempo

Comparando-se estatisticamente as durezas dos compactos de diferentes
formulagbes, nao houve diferenga significativa (p = 0,43), no entanto os mesmos
apresentaram valores de friabilidade bem diferentes entre si. Dentre as formulagbes
avaliadas, a F1 foi a que originou compactos com maior resisténcia, provaveimente
devido a presenca da celulose microcristaling, adjuvante com poder aglutinante,

favorecendo a coeséo entre as particulas.

Todos os compactos apresentaram tempo de desintegracdo (TD) dentro do
limite maximo (30 min) estabelecido pela Farmacopéia Brasileira (F. Bras. IV, 1988),
no entanto, a F1 foi a que apresentou maior TD, com valor muito préximo ao limite
farmacopeico e elevado coeficiente de variacdo, enquanto que as demais

formulagbes desintegram-se mais rapido e de maneira mais homogénea.
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Como pode ser observado na tabela 3, a F1 apresentou menor rendimento na
operagdo de granulagdo, enquanto que as demais originaram granulados com
rendimentos semelhantes na faixa de 60 %. Tecnologicamente, quanto maior o

rendimento da granulagio menos ciclos operacionais s8o necessarios €, com isto, 0
produto sofrera menor estresse mecanico.

Tabela 3: rendimento (R %) da operacéo de granulagao

Formulagdo i F1. | F2 F3 | F4
R % | 4582 | 612 62,8 | 624

A elevada friabilidade dos compactos poderia ser uma das explicagdes para
alta producdo de finos durante o processo de granulagdo (COUTO, 2000). No
entanto, os experimentos mostraram que os compactos gue apresentaram menor
friabilidade (F1) foram os que originaram maior producéo de finos (acima de 50 %).
Os granulados desenvolvidos por COUTO (2000) apresentaram rendimento de
granulagdo semelhante ao presente estudo. Assim, o baixo rendimento da
granulac@o pode ser inerente a propria formulagao.

Os resultados da analise granulométrica dos granulados estao representados
na figura 1. Como pode ser observado, de modo geral, os granulados apresentam
distribuicdo granulométrica muito semelhantes entre si, o que pode indicar
reprodutibilidade na metodologia de obtencdo dos granulados.

0 GRN1
10 GRN2
m GRN3
8GR

frequéncia (%)
&

1,000,850 |y
0,250-0

[=} Q fre) 2
- [=] Irsd

™~ D @ © &
o =} =) o =]
Q Q =3 =} 0
D i =] =3 Irsd
-] ~ S D el
(=] (=] (=] o o

faxa granulométnica (mm)

Figura 1: distribuicdo granulométrica das granulados de PSA de P. niruri
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Com relacédo aos parametros tecnolégicos (tabela 5), de modo geral, verifica-
se que os granulados apresentaram caracteristicas de compactagéo e fluxo
methores que o PSA (tabela 4). Embora a analise estatistica indigue que o GRN 2
apresentou valores de densidade de compactacédo e indice Carr, diferentes dos
demais granulados, observa-se que os valores estdo muito proximos entre si, fato
inerente a semeihante distribuicdo granulométrica entre os diferentes granulados. Os
valores do diametro médio de particula e do desvio granulométrico dos granulados
confirmam que as formulacdes originam produtos com distribuigdes granulomeétricas

muito préximas entre si.

Tabela 4: caracteristicas tecnologicas do produto seco por aspersao (PSA) de P.

niruri

Valores
X +s (CV%)
0,7901 £ 0,004 (0,51)

Ensaios

densidade bruta (g/mi)

densidade de compactacao (g/ml) 0,9725 + 0,008 (0,82)

18,753 + 0,293 (1,56)

indice de Carr (%)
dn (um)

10,55 + 1,56 (0,15)

Tabela 5: parametros de compacta¢ao dos granulados obtidos por via seca (GRN)

Ensaio GRN 1 GRN 2 GRN 3 GRN 4
Xzts Xzts X ts X +s

db (g/ml) 0,608%+ 0,008 | 0,600%+0,01 | 0,595 + 0,005 | 0,589% + 0,008

dc (g/ml) 0,655° + 0,019 | 0,700% + 0,007 | 0,646° + 0,001 | 0,639° + 0,004

IC % 7,08°+178 14,352+062 | 7,92°+0,78 7,.67°+ 1,55

d. (mm) 0,583%+ 0,249 { 0,5887 + 0,214 { 0,550° + 0,224 { 0,579° + 0,237

db = densidade bruta; dc = densidade de compactagdo; IC = indice de Carr; d,, = didmetro médio.
Médias seguidas de mesma letra nao diferem pelo teste de Tukey (o =0,05)

De acordo com os ensaios de caracterizacéo realizados com 0s granulados
verificou-se que, tecnologicamente, ndo ha grandes diferencas entre 0os mesmos,
tornando-se dificil eleger, entre as formulagdes, a que apresenta melhores
propriedades para o desenvolvimento de comprimidos. No entanto, considerando o
rendimento da operagdo de granulagdo, como ponto critico para obtengdo de
granulados, excluiu-se a F1, uma vez que esta apresentou um rendimento abaixo de
50 %.
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Dessa forma, o doseamento dos granuiados, foi realizado apenas com os
granulados oriundos das formulagdes 2, 3e 4

A andlise quantitativa (tabela 6) foi realizada visando verificar a
homogeneidade de distribuicdo do PSA nos granulados, para tantc os teores dos
polifendis presentes nos granulados foram comparados com os do PSA. A ANOVA
demostrou que, estatisticamente, n&o ha diferenga significativa (o = 0,01) entre os

teores de polifendis presentes nos granulados e no PSA.

Tabela 6: teor de polifendis presentes em um grama de produto seco por asperséo
(PSA) e de granulados obtidos por via seca (GRN)

e PSA GRN2 GRN 3 GRN 4

Substancias X(CV%) | X(CV%) X (CV %) X (CV %)
S1- acido galico (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)
$3 (mg) 19,62 (1,72) | 19,16 (0,53) | 19,35 (0.26) |19,36 (0,44)

3.2Desenvolvimento de granulado por via imida

Na tabela 7 estdo descritas as propriedades mecanicas dos granuiados
obtidos por via Umida. Observa-se que a medida que se aumenta & propor¢céo
Eudragit nos granulados parece haver uma melhora nos parémetros de
compactagéo, sendo 0 GRU 10 % a apresentar menor indice de Carr, sugerindo ser
o granulado com meihor estabilidade de empacotamento e, provavelmente,
melhores propriedades de fluxo. A justificativa pode estar relacionada aoc aumento
do diametro médio particular de acordo com a proporgdo de Eudragit dos granulados
(Planinsek e col, 2000). Quanto & granulometria, pode ser verificado uma
semelhanca muito grande entre os granulados.

Tabela 7. parametros de compactacdo dos granulados obtidos por via umida {(GRU)

. GRU 2.5 % GRU5 % GRU 10 %
Ensaio — — s
Xts X=*s X+s
db (g/ml) 0,411° + 0,008 0.432° + 0,014 0,509% + 0,007
de {g/mi) 0,484° + 0,007 0,491° + 0,007 0,577% + 0,001
IC % 14.94°+ 2.120 12,17% + 0,809 11,75% + 1.29
d.. (mm) 0,679° + 0,314 0,680° + 0,336 0,806 + 0,249

db = densidade bruta; dc = densidade de compactagao; IC = indice de Carr; 5,,, = didmetro médio.

Médias seguidas de mesma letra n3o diferem pelo teste de Tukey (« =0,05)
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A granulagdo por via Umida produziu granulados com bons rendimentos, de
cerca de 99,5 %, 99, 3% e 93,1 % para os granulados contendo 2,5; 5 e 10 % de

Eudragit, respectivamente.

O doseamento dos granulados (tabela 8) demonstrou que a presenga de
Eudragit nos granulados nio alterou a composigdo de polifendis presentes no PSA,
uma vez que nao houve diferenca estatistica significativa (o = 0.01) entre o

doseamento dos granulados obtidos por via umida e 0 PSA.

Tabela 8: teor de polifendis presentes em um grama de PSA e de granulados

obtidos por via imida (GPU)

- PSA GPU2,5 GPU5 GPU10
Substancias X(CV%) | X(CV%) X (CV %) X (CV %)
S1- acido galico (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 compressé&o

A avaliagdo do comportamento frente a compressdo foi realizado com o
produto seco por aspersdo, granulado seco e granulados obtidos por via umida.
Dentre os granulados secos, somente o GRN 4 foi escothido para participar do
ensaio em virtude da semelhanga tecnoldgica com os demais granulados. Por outro
lado, todos os granulados umidos participaram do estudo, uma vez que se pretendia

observar se as diferentes propor¢Ses de Eudragit E interferiam no comportamento

compressional do produto.

O grafico de Heckel (figura 2) demostrou que os produtos apresentaram um
comportamento frente a compresséo diferenciado. No sistema estudado, o limite
maximo de compressdo para os granulados obtidos por via Umida foi,
consideravelmente baixo (2500 N), principalmente quando comparado ao PSA e
granulado obtido por via seca, os quais permitiram a aplicagdo de uma forga de
6000 N. Tal fato pode ser explicado pelas diferengas de densidade e porosidade

entre os granulados.
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Figura 2: grafico de Heckel, 1- PSA; 2 - GRN 4; 3 — GRU2.5; 4 — GRUS5; 5- GRU10

As propriedades de compressao (tabela 9) revelam uma alta recuperagao

elastica para todos os produtos estudados. A pressdo média de deformagéo (Py)

sugere que PSA e os granulados obtidos por via Umida apresentam comportamento

predominantemente plastico, enquanto que o granulado obtido por via seca

apresenta simuitaneamente um comportamento de deformacgéo plastica e por

fragmentacéo.

Tabela 9: Parametros de fisica de compresséao calculados para o produto seco por
aspersao (PSA), granulado seco (GRN4) e granulados obtidos via umida (GRU2,5),

(GRU5) e (GRU10)
amostras Py (MPa) P (%) E (%)
X (CV%) 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
GRUS 67,44 (2,14) 61,75 (3,44) 38,25
GRU10 81,08 (0,47) 64,26 (4,27) 35,74

Py = pressdo média de deformagao, P = plasticidade, E = recuperagéo elastica
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3.4 Sorcao de umidade

A exposigdo dos PSA e granulados a ambiente com umidade relativa de
69 %, demonstrou que todos os produtos apresentaram-se sensiveis a umidade
(figura 3). No entanto, comparando-se o PSA com os granulados, verificou-se que
estes mostraram uma significativa menor sor¢éo de umidade, o que pode ser devido

a menor area superficial dos granulados.

A presenca de Eudragit na propor¢do de 2,5 % nos granulados umidos néo foi
suficiente para diferi-lo, em termos de sensibilidade & umidade do granulado seco,
porem em propor¢des igual ou maior que 5 % originou granulados com uma
higroscopia significativamente menor que os demais, o gue demonstra a propriedade
protetora desse polimero e sugere uma maior estabilidade do granuiado (PETEREIT
e WEISBROD, 1999). Esses achados estdo de acordo com o descrito por DIAZ e
col. (1996) que, estudando a granuiagdo por via umida de extrato seco vegetal,
utilizando Eudragit E como agente aglutinante, verificaram que os produtos obtidos

apresentavam higroscopia consideravelmente menor que o extrato seco.

‘—o—PSA

4. —8—GRUD2,5
P =~r—GRUS
--6—GRU10

2- —%—GRN

aumento de massa (%)
(o2}

dias

Figura 3: aumento de massa dos produtos quando armazenados em ambiente com
umidade relativa de 69 %.
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4 CONCLUSAO

Os resultados mostraram a viabilidade de obteng&o de produtos granulados a
partir do produto seco por aspersao de Phyllanthus niruri. Tanto a granulagéo por via
seca como a por via umida foram capazes de originar granulados com adegquadas
caracteristicas tecnolégicas e bom rendimento operacional. A presenca de Eudragit
E, nos granulados obtidos por via imida, quando em propor¢ao igual ou superior a
5 % foi eficiente em produzir granulados com menor sensibilidade a umidade. Com
relag@o a compressao, os granulados apresentaram comportamento diferenciado. O
granulado seco exigiu uma maior forca de compressio e deformou-se de modo
plastico porém com um percentual de fragmentacéo, enquanto que os granulados
obtidos por via umida deformaram-se de forma completamente plastica. Apesar do
estudo demostrar resultados promissores em relacdo a obtencdo de comprimidos a
partir desses granulados, maiores investigacdes devem ser realizadas a fim de
verificar a viabilidade tecnologica de transformacdo desses produtos em
comprimidos.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de comprimidos a partir de extratos secos vegetais tem
atraido a atencéo de varios investigadores na area de tecnologia farmacéutica, fato
relacionado com a comprovagdo cientifica da importancia terapéutica das plantas
medicinais (BOYD, 1996, RENOUX e col., 1996, PALMA e col., 1999).

No entanto, o desenvolvimento e a produgdo de comprimidos, cujo
componente principal sao extratos secos vegetais, apresentam uma série de
dificuldades relacionadas as caracteristicas tecnologicas dos extratos secos, os
quais, geralmente, ndo apresentam propriedades reoldgicas e de compressibilidade
que favoregam a obtencdo de comprimidos. Além do que, a elevada higroscopia
desses produtos dificulta a compressdo e diminui a estabilidade da forma
farmacéutica (RENOUX e col., 1996, LINDEN e col., 2000; SOARES, 2002).

O emprego da granulagdo tem se apresentado como uma boa alternativa no
sentido de melhorar as caracteristicas de fluxo e de compresséo dos extratos secos
vegetais. No entanto a granulagéo por via umida com emprego de liquidos aquosos
conduz a problemas, devido & higroscopia desse produto e, sendo assim, a maioria
dos investigadores opta pela compresséo direta ou granulag&o por via seca, 0 que,
na grande parte do caso nio resolve o problema de sensibilidade & umidade do
produto final (PLAIZIER-VERCAMMEN e BRUWIER, 1986, LINDEN e col., 2000;
SOARES, 2002). A utilizag&o de polimeros acrilicos como agente de granulagéo, por
via Umida, e como protetor da umidade atmosférica pode representar uma
alternativa na obten¢éao de comprimidos com maior estabilidade frente as variagées
atmosféricas (DIAZ e col., 1996).

Sendo assim, o presente capitulo teve por objetivo o desenvolvimento de
comprimidos contendo alto teor de produto seco por asperséo de Phyllanthus niruri
com adequadas caracteristicas tecnolégicas e maior estabilidade frente as variacbes
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 2? factorial design. The investigated factors were the type of
disintegrant (Ac-Di-Sol® and Primojel®) 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, pocor 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 Phylflantus niruri was produced by spray drying using a Niro
Atomizer Production Minor equipment following to described by SOARES (2002).
The excipients Avicel® 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 technologicatl 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 extiract. 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 Disintegrant ] Filler/Binder
F1 Ac-Di-Sol Avicel
FA Primoje! —{ Avicel
FB Ac-Di-Sol Emcompress
FAB Primoje! ' Emcompress

The formutations 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

(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

Compression force | Ac-Di-Sol | Compression force Ac-Di-50}

Formulation (coded) (coded) (N) (%, Wiw)
1 " 1 5000 60
2 7 0 5000 3.0
3 7 X 5000 15
4 X e 5250 | 6.0
5 3 0 5550 3.0
6 q e 2250 15

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 o

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 (Pl) 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)
I8 = 2L equation 1
Dt

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

$440).
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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 F1 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 microcrystailine 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 fast 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 formuiations

I Real density o
Formulations (g/em?) Pyx(li\fIZa) F; E_L/‘;)
XEs
SDE. 1.72 £ 0.006 J 111.60 +3.527 | 64 .47 +1.460
F1 (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 + 2.916 171.17 £0.420
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All products show a plasticity (Pl} within the range of 60 % to 70 %, significantly
correlated (p<0.05) to the real density of the products (r* = 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

farmation 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

. Friability
. TS (MPa) OT (min} o
Formutation ‘ X +s X+ (%)
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



Figure 1: microphotographic of spray dry extract (SDE) and formulations



178

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 of 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 (l) of factors on tensile strength (TS) and

disintegration time (DT) of the tablets

Vailue
Effects TS [ DT
Ea (type of disintegrant) +0.08 +2.04*
Eg (type of filler/binder) -0.75* -2.14*
lag L -0.03 -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

I TS (MPa) DT (min) Friability (%)

Formulation X+ s Xis

1 212 +0.07 6.77 £0.03 0.12
2 1.57 £0.03 823+0.12 0.13
3 2.28 +0.09 10.86 + 0.34 0.10
4 0.90 + 0.07 467 +0.74 0.22
5 0.86 + 0.06 547 + 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) (r? = 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 mode! (r* = 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?)) 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* = 0.9999).
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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 ather impartant 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 farce or from the proportion of disintegrant.
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ABSTRACT

The aim of this study was {o 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 wiv)
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 um). The sieves were tumbled with an automatic sieve shaker
(Orto Alresa HZ50) for 15 min. The mean granule diameter (&) and standard
granulometric deviation (cg) 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 MgCl..6H-0 and
Kl, respectively (Nyqgvist, 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 cornpression conditions

Formutation EUd@?” E Compfe;il(in force
E2.5(1250) 25 1950
E2.5(2500) 5’5 2500
E5(1250) 50 4350
E5(2500) 50 2500
E10(1250) 100 PP
E10(2500) 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).

2P
TS=—~ (Eq.1
o Ea 1)

where TS is the tensile strength (N-cm™), 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 |I, 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 (Dg) (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



192 DE SOUZA et al. Eudragit E as excipient....

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 conseguently 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 improvement of granule mechanical

properties (Planinsek et al., 2000).
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Table 2: Measured characteristics of granulates

- GRED2.5% GRED5.0% GRED10%
Characteristic X+s X+s X+s
do (g/ml) 0.367°+0.010 0.435°+0.020 | 0.493°+0.010
dao (g/mi) 0.529" + 0.010 0.549°+0.010 | 0.591%0.010
dine (g/cm’) 1.542% + 0.010 15712+ 0.015 | 1.565%+0.009
iIc 30.650° + 0.850 20.790° + 1.170 | 16.570° + 0.550
@ (um) * o, | 679 + 314 680 + 336 806 + 249

do = bulk density, dyo = tapped density, dwe = true density, IC = Carr's index. & = mean size diameter,
og= standard granulometric deviation, Mean values in a line followed by the same letter did not differ
significantly (Tukey test; o = 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 a2 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 (o« = 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 Dep, with
correlation coefficients (%) of 0.8071, 0.9084, and 0.7395, respectively. In spite of the
low values of correlation, the statistical analysis indicated significant correlation (o =
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) Friability Total porosity Deo (%)
Xts (%) (%) Xzxs

E2.5(2500) 1.19+£0.110 0.12 23.30 4274 +1.21
E2.5(1250) 0.66 + 0.068 0.43 26.93 4167 £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
E10(2500) 1.17 £0.038 0.18 27.87 30.35+£234
E10(1250) | 0.55+0.038 0.82 34.00 78.75+3.09

TS = tensile strength; Dgg = 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 - 102 -F +2.949 - E—4.568 - 10°- F - E + 0.629 - E? (Eq. 2)
where Deo= extract dissolution (mg/%/min), F= compression force (N) and E =
Eudragit E proportion (%). In accordance to the muitiple correlation coefficients
approximately 95.3% of the method variance could be explained by the proposed

mathematical model (r* = 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., “996; Caramella et al., 1990).

100
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.
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Figure 3: dissolution profile of the tablets in accordance the compression force

Figure 4: response surface piot of percentage of release of spray dried extract in 60
minutes (Deo)

The tensile strength behavior (TS; N-cm™) can be described by the equation 3:
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TS=3.026-10%+ 4852 10% F-7.748-10* E? (Eq. 3)

where 94.9 % of the experimental variance could be explained by this model (r2 =
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).

tansile strength (MPG)

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
madel could be described by (equation 4):

Fr=1.053 -3.467 - 10° - F (Eq. 4)
where the experimental variance could be explained for only 77 % by the model. The
weak correlation coefficient (F° = 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
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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 (= 0.9021).

trigbility (%)

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 (%)

Formulation | before | 33 1 69
Tensile strength (MPa)
Cdryextract 1.09° = 0.05 [ 1.29° + 0.11 l 0.65° + 0.06
CGED10 0.77% £ 0.02 0.84%+0.05 0.54° + 0.05
Friability (%)
Cdryextract 0.19 0.23 ] 037
CGED10 0.82 0.84 0.99
Dissolution efficiency (%)

Cdryextract 65.80°+ 1.10 68.28% +2.30 4552° +3 85
CGED10 61.74° + 2.01 63.32°+ 1.63 61.26% + 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 foliowed
by the same letter did not differ statistically (Tukey test; o = 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 teor de produto seco por asperso (PSA) de
P. niruri (71,43 %) na forma de granulado foram desenvolvidos utilizando estearato
de magnésio, croscarmelose sodica e celulose microcristalina como adjuvantes
presentes na fase externa. A otimizacdo da formulagdo foi feita de modo a
determinar a propor¢do de estearato de magnésio e croscarmelose sédica, bem
como a forca de compressao mais apropriada para a obten¢do de comprimidos com
adequadas caracteristicas tecnolégicas. O primeiro estudo avaliou a influéncia das
proporcdes de estearato de magnésio e da croscarmelose sodica sobre a resisténcia
mecanica, a friabilidade e o tempo de desintegragao dos comprimidos e foi realizado
através de um desenho composto central. O segundo verificou a influéncia da forca
de compress@o e da proporgdo de croscarmelose sédica nas caracteristicas
mecanicas dos comprimidos, sendo executado através de um modelo fatorial 32
onde trés forcas de compresséo e trés proporgdes do desintegrante foram avaliadas.
Os experimentos foram analisados através de analise de regressdo polinomiais. No
primeiro estudo, os resultados demostraram que a resisténcia dos comprimidos
sofreu uma influéncia significativa da propor¢ao de estearato de magnésio presente
na formulagao, enguanto que o tempo de desintegracéo foi influenciado apenas pela
propor¢do de croscarmelose sédica. No estudo sobre a forga de compresséo e
concentracdo de croscarmelose sbdica, verificou-se que a resisténcia mecanica dos
comprimidos sofreu influéncia significativa da forca de compressdo, sendo a

friabilidade dependente do mesmo fator, enquanto que o tempo de desintegragao
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sofreu influéncia significativa tanto da forga de compress&o como proporgcdo de

croscarmelose sédica.

PALAVRAS CHAVES: produto seco por asperséo, Phyllanthus niruri, granulados,
planejamento fatorial, compresséo

1. INTRODUCAO

A grande dificuldade de desenvolvimento de comprimidos contendo alto teor de
produto seco por aspersdo, obtidos a partir de extratos vegetais, esta no fato de
este produto, em geral, ndo apresentar caracteristicas tecnoldégicas adequadas para
a compressao (RENOUX e col., 1996; DE SOQUZA e col., 2001, PALMA e col. 2002).
Produtos secos de origem vegetal, geralmente, consistem de pds muito finos com
elevada tendéncia & sorgdo de umidade e com dificuldades de fluidez e compressao
(CASADEIBAG, 1987; PETROVICK e col., 1995; LINDEN e col., 2000). No entanto,
a necessidade de elaboracéo de comprimidos com alto teor desse produto deve-se
ao fato de que, geralmente, as substancias ativas estdo presentes em pequenas
guantidades nos mesmos, exigindo assim uma alta dosagem a fim de garantir o
efeito terapéutico (RENQUX e col., 1996).

A espécie vegetal Philfanthus niruri, popularmente conhecida como quebra-pedra,
amplamente utilizada pela medicina tradicional, apresenta estudos farmacologicos
que comprovam seu efeito terapéutico contra litiase renal (CALIXTO e col., 1998). A
partir do extrato aquoso dessa espécie foi desenvolvido um produto seco por
aspersdo com a finalidade de obtencdo de uma forma farmacéutica sdlida
(SOARES, 1997). Além das dificuldades, inerentes ac proprio produto, para
elaboragdo de uma forma farmacéutica sélida, faz-se necessério a escolha
adequada qualitativa e quantitativa dos adjuvantes da formulacao, bem como das
condigbes de compressdo (COUTO, 2000; LINDEN e col., 2000, SOARES e col,,
2003).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver comprimidos contendo alto
teor de produto seco por aspersdo de Phyllanthus niruri, aplicando desenhos
fatoriais e modelos de superficie de respostas, bem como identificar os fatores que
apresentam maior influéncia nas caracteristicas tecnoldgicas dos produtos obtidos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Matérias-primas

O Produto seco por aspersdo de Phyllanthus niruri (PSA) foi obtido seguindo
metodologia descrita por SOARES (1997) utilizando aparelho de secagem por
aspersado Niro Atomizer Production Minor. Os adjuvantes celulose microcristalina
(Avicel® PH 101 — FMC), croscarmelose sdédica (Ac-Di-Sol® - FMC), estearato de

magnésio (fornecido por C. Barcia S.A.) foram usados como recebidos.

2.2 Granulagao

O complexo farmacéutico (CF) foi obtido pela mistura de PSA do Phyllanthus niruri
(98 %) com estearato de magnésio (1%) e didxido de silicio coloidal (1%) durante 5
minutos, em misturador tipo V acoplado a motor multiuso (Erweka AR 400). Cada
briquete foi obtido através da compressao direta de 800 mg de CF em maquina de
comprimir alternativa (Karsch EK-0) equipada com alimentador e dotada de pungdes
simples, circulares, facetados com 15 cm de diametro. A granulagéo dos compactos
foi realizada em granulador a seco dotado de rolos sulcados (Erweka tipo TGIIS),
seguido de cominui¢cdo em granulador oscilatorio (Erweka tipo FG). A calibragéo foi
realizada visando obter granulados com distribuicdo granulométrica abaixo de 1.0
mm e acima de 0.25 mm.

2.3 Obtencgao dos comprimidos

Selecdo da proporgéo de estearato de magnésio e croscarmelose sodica presentes
na fase externa da formulagdo

O estudo de otimizagdo da proporcdo de estearato de magnésio (EST) e
croscarmelose sodica (CCS) nos comprimidos foi realizado através de um desenho
composto central (tabela 1) onde as varidveis dependentes analisadas foram

resisténcia corrigida (REC), friabilidade e tempo de desintegragéo.
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Tabela 1: matriz do desenho composto central

. EST CCS EST CCS
Experimento| sogificado) | (codificado) (% m/m) (% m/m)
1 A -1 0.5 25
3 1 +1 0.5 7.5
8 +1.414 0 2.19 5
9 -1.414 0 0.21 5
10 0 +1.414 1.2 8.54
1 0 -1.414 1.2 1.46

Para garantir uma mistura homogénea da formulacdo foi selecionada a faixa
granulométrica entre 0.750 e 0.250 mm do granulado de PSA. Uma proporgéo de
granuios de PSA fixada em 71.43 % foi misturada com estearato de magnésio (EST)
e croscarmelose sddica (CCS), nas proporgdes ponderais descritas na tabela 1, e
celulose microcristalina em quantidade suficiente para completar 100 %. A mistura
dos gréanulos de PSA com croscarmelose sddica e celulose microcristalina foi
realizada em um misturador Turbula Mixer (T2C-Willy A. Bachhofen) por 20 minutos,
seguida da adigdo do estearato de magnésio com mais 5 minutos de mistura. Os
comprimidos foram produzidos através da pesagem individual de 300,0 mg de cada
formulagdo e compressdo em maquina de comprimir excéntrica J. Bonals
instrumentalizada (MARTINEZ — PACHECO e col., 1985), dotada de pungbes planos
de 9 mm de didmetro, com acionamento automatico. A velocidade de compressao

foi fixada em ciclos de 8 comprimidos por minuto e for¢ca de compresséo em 8000 N.

Influéncia da forga de compressdo e proporgéo de croscarmelose sodica nas

caracteristicas mecénicas dos comprimidos.

Este estudo foi realizado seguindo um modelo fatorial 32 tendo forga de compresséo
e proporcao de croscarmelose sodica (CCS) como variaveis independentes (tabela
2) e resisténcia corrigida, friabilidade e tempo de desintegracéo dos comprimidos
como variaveis dependentes. Os comprimidos foram obtidos do mesmo modo
descrito acima, sendo que a propor¢do de granulos de PSA foi fixada em 71.43 %,
de estearato de magnésio em 0.5 % e celulose microcristalina foi utilizada como
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material de carga/aglutinante em quantidade suficiente para completar 100 % da
formulacgo.

Tabela 2: matriz de desenho fatorial 3

. Forca | CCS Forga CCS
experimento (codificada) | (codificada) ] (N) (%, m/m)
1 -1 -1 4000 25
2 -1 0 4000 50
3 -1 +1 4000 7.5
4 0 -1 6000 25
5 0 0 6000 5.0
6 0 +1 6000 75
7 +1 -1 8000 25
8 +1 0 8000 5.0
g +1 +1 8000 7.5
2.4 Caracterizagio dos comprimidos

Resisténcia corrigida (REC)

A resisténcia ao esmagamento radial foi determinada em seis comprimidos
utilizando o equipamento Erweka TB-2A. A partir desses dados e dimensdes dos
comprimidos, calculou-se a REC (FELL e NEWTON, 1970; SUMMERS e col., 1977).

Friabilidade

A friabilidade foi determinada, em um equipamento Pharma Test PTF-E, conforme a
USP 25.

Tempo de desintegragéo

O tempo de desintegracio foi realizado em eguipamento Turu Grau DT-1, de

acordeo com USP 25, utilizando agua a 37 °C como meio de desintegracéo.

2.5 Estudo do comportamento frente a exposicdo em ambiente com temperatura e
umidade relativa controladas

Avaliou-se a sorgdo de agua e as propriedades mecénicas de comprimidos apds
armazenados, por 15 dias, em ambiente com temperatura de 25 °C e umidade
relativa controlada de 69 %. O ambiente com umidade relativa controlada foi obtido
através de solugdo saturada com residuo de iodeto de potassio (KI)
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(NYQVIST,1983). Este ensaio foi realizado com a formulac@o otimizada a partir dos
modelos matematicos obtidos nos estudos fatoriais. Em termos de comparagéo,
também, foram submetidas ao ensaic amostras de, aproximadamente, 500 mg do
produto seco por aspersao e do granulado seco.

Os comprimidos foram analisados com relagdo a resisténcia corrigida (REC),
friabilidade, tempo de desintegragdo e perfil de cedéncia. A liberacéo do PSA foi
determinada em equipamento Turu-Grau de acordo com especificagdes da USP 25
(método 2, velocidade de agitacdo de 100 rpm). O meio de dissolugdo foi 0 suco
gastrico artificial sem enzimas (USP 25). A determinacdo da concentracdo de PSA
foi realizada por medicéo direta em espectrofotdmetro em 275 nm, utilizando como
branco suco gastrico artificial (COUTO, 2000).

2.6 Analise estatistica

Os resultados foram analisados através de andlise de regressdo muitipla
(COCHRAN e COX, 1978), curvas de superficie de respostas e gréficos de
contornos construidos a partir das equacbes ajustadas pela regressdo. A andlise
estatistica foi realizada com auxilio do programa estatistico Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) for Windows versdo 11.0 e os graficos de superficie de
respostas e contornos foram elaborados no programa SigmaPlot® versdo 8.0. A
andlise de validagao dos modelos foi realizada de acordo com os critérios descritos
por WEHRLE e colaboradores (1995) (tabela 3).

Tabela 3: critérios para validagdo dos modelos matemaéticos (Wehrle e col., 1995)

ANOVA r | Faltade ajuste | validacdo
p<0.1 r°>0.9 - sim
p<0.1 0.7<r?<0.9 p>0.01 sim
p<0.1 07<r’<09 p <0.01 nao
p<0.1 r<0.7 - n&o
p>0.1 - - nao

3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados das caracteristicas mecanicas dos comprimidos estdo descritos na
tabela 4. Verifica-se que, de um modo geral, os comprimidos apresentaram-se
pouco fridveis e com rapida desintegracdo, mostrando friabilidade abaixo de 0.27 %

€ tempo de desintegracdo abaixo de 13.72 min.
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Tabela 4: caracteristicas dos comprimidos obtidos através do desenho composto

central
Experimento]  REC (MPa) Friabilidade TD (min)
X+s (%) Xz+s
1 2.70+0.16 0.07 10.72 + 0.57
2 2.15+0.05 0.17 9.93+0.79
3 2.52+0.19 0.13 7.77 £0.57
4 2.08+0.12 0.23 7.50+0.55
5 2.23+0.11 0.20 8.65 + 0.38
6 234 +0.14 0.20 8.77 +0.36
7 2.31+0.12 0.20 8.43+0.46
8 1.88+0.12 0.27 10.50 + 0.555
9 276+013 0.13 8.40+0.33
10 2.14+0.11 0.23 7.88+0.28
11 2.22 +0.11 0.17 I 13.72 + 0.45

REC - resisténcia corrigida, TD = tempo de desintegragao

A intenc@o da primeira parte deste estudo foi a de encontrar as concentracdes
otimas de estearato de magnésio e croscarmelose soédica para elaboragzo de
comprimidos contendo alta dose de PSA de Phyllanthus niruri. As repostas
estudadas foram ajustadas através de um modelo matematico polinomial de

segunda ordem, de acordo com a equagio 1.
Y=8,+p,-EST+pB,-CCS + B, - EST-CCS + B, - EST* + f3,, - CCS” (1)

onde y = resposta estudada, Bo.... B2z = coeficientes, EST = propor¢@o de estearato

de magnésio, CCS = propor¢éo de croscarmelose sédica

Os dados da resposta REC ajustados através do modelo quadratico (REC = 2.91 -
0.62 EST + 0.03 CCS + 0.01 EST x CCS + 0.06 EST? - 0.006 CCS?) revelou um
coeficiente de correlagae multipla significativo (p = 0.0035), onde cerca de 94 % da
variancia experimental pode ser explicada pelo modelo proposto (* = 0.9460). O
teste de falta de ajuste, para este modelo, apresentou resultado ndo significativo (p =
0.06) validando a equagdo proposta. Sendo assim, justifica-se que a variagio
observada entre os valores experimentais e os valores estimados através do modelo
quadratico foi decorrente de erros aleatérios. No entanto, de acordo com o teste t de
Student apenas o coeficiente linear da proporgdo de estearato de magnésio (EST)
apresentou significancia estatistica (p=0.02) para a REC.
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Isso significa que a resisténcia dos compridos foi influenciada apenas pela
propor¢cao de estearato de magnésio presente na formulagéo (figura 1), sendo
observada uma influéncia negativa do mesmo, uma vez que 0 aumento da
proporgdo de estearato de magnésio causou uma reducdo da REC dos
comprimidos.
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Figura 1: gréfico de contornos para a resisténcia corrigido (REC) dos comprimidos.

Conforme observado por SHESKEY e colaboradores (1985), em estudos sobre a
influéncia do nivel de estearato de magnésio sobre as carateristicas de comprimidos
contendo hipromelose, a diminuigdo da resisténcia dos comprimidos pode ser
explicada pela formacdo do filme de estearato de magnésio na superficie das
particulas que compébe a formulagao, o que produz uma ligagdo mais fraca entre as
mesmas culminando com a formagdo de compactos menos resistentes (WILLIAMS e
McGINITY, 1889).

Com relagdo a friabilidade dos comprimidos, o modeio quadratico (FRB = -0.023 +
0.132 EST + 0.030 CCS + 5.97x107 ESTxCCS ~ 0.025 EST? - 0.002 CCS?), apesar
de exibir baixo coeficiente de correlacao (r* = 0.8312), foi significativo com valor de p
= 0.052 e, ndo 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 equacao sirva para demonstrar a friabilidade dos comprimidos, nenhum

dos fatores estudados apresentou influéncia significativa sobre a friabilidade dos
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mesmos, 0 que pode ser inerente & alta forga de compressao {8000 N) empregada
no processo, ou seja, de modo geral a friabilidade dos comprimidos foi t3o baixa
(tabela 4) que nao foi possivel verificar influéncia dos fatores analisados. Um
modelo quadratico validado, com coeficientes sem significancia estatistica, também
foi observado por WEHRLE e colaboradores (1885) onde os autores, buscando um
modelo estatistico para explicar o tamanho médio particular de nanoparticulas
preparadas com acido polilactico e acetona, encontraram uma equacdo para
representacéo do fendmeno sem significancia estatisticas dos fatores estudados.

O tempo de desintegracdo dos comprimidos foi melhor descritc pelc modelo
quadrético, TD = 16.52 ~ 1.38 EST - 2.30 CCS + 0.07 EST x CCS + 049 EST? +
0.15 CCS? A analise estatistica dos resultados demonstrou um coeficiente de
correlagdo (* = 0.8673) significativo (p = 0.055), onde cerca de 87 % da variancia
experimental pode ser descrita pela equagdo proposta. Apesar do modelo
apresentar falla de ajuste (p < 0.01), o que impossibilita a validagio de acordo com
os parametros preconizados na literatura (WHERLE e col., 1885), e demonstrar que,
neste caso, ¢ ensaio de tempo desintegragdo apresenta uma variagido intrinseca
importante, a analise dos residucs obtidos com o modelo, permitiu concluir que a

equacdo descreveu satisfatoriamente os dados experimentais (MONTGOMERY,
1992).
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Figura 2: superficie de reposia e grafico de contormo para o tempo de desintegragao
(TD) dos comprimidos
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O grafico de superficie de resposta (figura 2) demonstra que a proporgdo de
croscarmelose sodica foi o fator mais influente no tempo de desintegragéo, de modo
que o aumento da proporg&o de croscarmeicse causa uma diminuicdo da resposta
estudada. A variagdo da proporcao de estearato de magnésio, praticamente, ndo
altera o tempo de desintegraco dos comprimidos. Esses resultados foram
ratificados pelo teste t de Student, o qual confirma que somente o coeficiente linear e
quadratico da CCS apresentou significancia estatistica com p = 0.037 e p = 0.039,
respectivamente. A curvatura no grafico reflete a presenga significativa do termo
quadratico da equacéo.

O estudo da influéncia da forga de compressao sobre as caracteristicas mecanicas
dos comprimidos foi realizado com a finalidade de escolher a methor forga de
compressao para a produgédc dos comprimidos. Além da forca de compressio, a
proporgéo de croscarmelose soédica (CCS) foi eleita como variavel independente a
participar do estudo devido aoc seu grau de importdncia para o tempo de
desintegracdo dos comprimidos. Os niveis de CCS variaram de 2.5 a 7.5 %, uma
vez que o grafico de contorno obtido a partir do DCC (figura 2), sugere que
concentracdes acima de 6 % possam causar uma diminui¢cdo, embora discreta, no
tempo de desintegracdo dos comprimidos. As propriedades mecanicas dos
comprimidos obtidos no experimento 3° estdo descritas na tabela 5.

Tabela 5: caracteristicas dos comprimidos obtidas seguindo desenho fatorial 3°

. REC FRB 1 D

ot (MPa) %) (min)

| X£s Xts | Xzts
1(2.5 +4000) 0.85+0.04 0.47+0.00 ( 6.58+ 062
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 + 8000) 1.43+£0.09 026+0.0% 8.56 £0.39
5 (5.0 + 8000) 1.63 £ 0.09 0.27 £0.04 ] 7.22+015
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 1043+ 0.14
8 (5.0 + 8000) 254010 0.16 £0.05 8.27 +0.08
9(75+8000) | 253:018 | 020=0.04 | 7.32 +0.04

REC = resisténcia corrigida, FRB = friabilidade, TD = tempo de desintegragao
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As respostas estudadas foram ajustadas através de um modelo matematico de
segunda ordem de acordo com a equagéo 2:

Vo= fo= B CCS ¢ By F v By -CCS - F 4 By -CCS* 4 - FP - (2)

onde y = resposta estudada, Bo... Bxn = coeficientes, CCS = proporgdo de
croscarmelose sddica, F = forca de compresséo

Os dados experimentais de REC dos comprimidos foram ajustados através do
modelo quadratico (REC = 0.39 - 0.04 CCS ~ 3.6x10° F + 7.8x10° CCSxF - 0.001
CCS® + 3 75x10° F?), o qual apresentou coeficiente de correlagdo multiplo bastante
significative (p = 6.2x10%), cerca de 99.7 % da variacdo experimental pode ser
explicada pelo modelo proposto (2 = 0.9967). O teste t de Student para verificacao
da significancia dos coeficientes mosirou gue apenas a coeficiente guadratico da
forca de compressdc (F%) apresentou significncia estatistica (p = 0.03). A
significancia do coeficiente ¢ refletida nos graficos de superficie de respostas e
contornos {figura 3), onde pode ser constatado que a forga de compressao foi o fator
a apresentar maior influéncia sobre a REC dos comprimidos, a leve curvatura no
grafico demonstra a presenga do componente quadratico.

e v .
S Y RSN USRS S {
fiaad W9 2 2 g
RS e et} § et e apemd
Y ST PRV IR e R
: 5% -
i H
< & ot ST USRS I St e |
- T oo .
% & £ e e} e o 2 &
m PR S |
f € s} 3 i<
o d g
i e e
e € e R
Y
H P 2 S

S Lol
H o by e
P——
PRV PR o

K “ 5

(o

Figura 3 superficie de respostas e grafico de contornos para REC dos comprimidos
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A friabilidade dos comprimidos foi explicada por uma equagdo quadratica (FRB =
1.29 + 0.009 CCS ~ 0.0003 F + 2.5 x 10° CCS x F — 0.002 CCS? + 1.52x10° F?) que
apresentou coeficiente de correlagdo multipia (* = 0.9885) significativo (p = D.005).
O modelo matematico foi validado concluindo-se que & variagdo observada entre os
valores experimentais e os valores estimados s&@o decorrentes de erros aleatérios. O
teste t de Student identificou os coeficientes linear e quadrdtico da forca de
compressao como significativos nos modelo, corr valores de p = 0.003 e p = 0.018,
respectivamente. No gréfico de superficie de respostas (figura 4) foi possivel
visualizar a grande influéncia da forga de compressdo sobre a friabilidade dos
comprimidos.
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Figura 4: superficie de respostas e grafico de contornos da friabilidade dos
comprimidos

O modelo guadratico que descreveu o tempo de desintegracao (TD = 269 - 0.25
CCS + 0.001 F — 1.2x10* CCS x F + 0.06 CCS? — 1 9x107 F?) mostrou coeficiente
de correlagdoc multipla (r2 = (.8915) significativo {p = 0.0026). sendo portanto
validado e capaz de explicar cerca de 99 % da variancia experimental. O teste t de
Student mostrou gue 0s coeficientes linear € quadratico da forga de compresséo,

assim como o coeficiente da interac@o entre forga e nivel de croscarmelose sédica
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foram significativos para a resposta estudada, apresentado p=0.023, p=0.080¢ep
= 0.002, respectivamente.

@

FORGA (N)

Figura 5. superficie de respostas e grafico de contornos para o tempo de
desintegracio dos comprimidos.

Os gréficos de superficie de resposta e de contorno (figura 5) demostram que.
tecnologicamente, a forga de compresséo foi o fator de maior influéncia sobre o
tempo de desintegracdo dos comprimidos. Quando a forga de compressado € baixa,
praticamente ndo ha influéncia do nivel de croscarmelose sddica no tempo de
desintegracado, no entanto, quando a forca aplicada é alta percebe-se a importéncia
do desintegrante, uma vez que ha grande variagéo do tempo de desintegracdo de
acordo com quantidade de CCS presente nos comprimidos.

No grafico de contornos (figura 5) pode ser visualizado com maior facilidade que
comprimidos produzidos com elevada for¢ca de compressdo exigem uma maior
propor¢do de croscarmelose sédica a fim de se obter tempo de desintegragdo
inferior 2 10 minutos. Esses resultados ratificam os dados encontrados no DCC,
onde comprimidos elaborados com elevada forca de compressdo apresentaram

“
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tempo de desintegracéo dependente da proporcéo de CCS presente na formulagao.
Geralmente a forga de compressao é inversamente proporcional a porosidade dos
comprimidos, assim os comprimidos etaborados com baixa forga de compressao
podem apresentam uma maior porosidade, devido a uma menor consolidagéo do pd,
e assim justificaria o menor tempo de desintegracéio, independente da propor¢éo de

croscarmelose presente na formulagdo (CARAMELA e col., 1990).

Através dos modelos matematicos propostos no desenho composto central {DCC) foi
possivel prever as caracteristicas dos comprimidos produzidos com forca de
compressao de 8000 N. Os valores previstos pelas equagdes (tabela 6) foram muito
proximos dos valores experimentais (tabela 5), o que demonstra a viabilidade da
utilizagdo desses modelos matematicos para a previsdo das caracteristicas dos

comprimidos produzidos.

Tabela 6: resultados da resisténcia corrigida (REC), friabilidade (FRB) e tempo de
desintegracao (TD) previstos através de equagbes matematicas para comprimidos

obtidos com forga de compresséo de 8000 N

Experimento | CCS (% m/m) REC (MPa) Friabilidade (%) | TD (min)
(A%) (4% (A%

7 25 2.66 (-0.08) 0.10 (+0.086) 11.14 (-0.71)

8 50 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)

A* = diferenga entre o valor experimental (tabela 5) e o calculado pela equagao (tabela 6)

Os modelos matematicos obtidos no experimentc fatorial 3° foram utilizados para
prever a forca de compresséo e a proporgdo de croscarmelose sddica necessaria
para obter comprimidos com friabilidade e tempo de desintegracéo abaixo de 0.25 %
e 8 minutos respectivamente. Observando os graficos de contornos (figuras 4 e 5)
constata-se que uma forca de compressido em torno de 6500 N em conjunto com
uma concentracdo de 5 % croscarmelose sodica seriam favoraveis as condigdes

desejadas.

Na tabela 7 estdo descritos os resultados previstos e experimentais para o0s
comprimidos elaborados a partir das equagdes matematicas obtidas no fatorial 32
Como pode ser observado os valores previstos foram muito préximos dos valores

experimentais, comprovando assim a eficiéncia dos modeios.
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Tabela 7: caracteristicas dos comprimidos otimizados

Ensaios Valor previsto | Valor experimental A*
Xts

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 caiculado pela equagéo (tabela ©)

A figura 6 demostra o grau de absorcao de dgua dos produtos quando armazenados
em ambiente com umidade relativa de 69 %. O PSA é um produto bastante
higroscopico, chegando a absorver cerca de 8 % de umidade em apenas dois dias
de ensaio, estabilizando-se a partir do sexto dia com cerca de 10 % de umidade
residual. A granulacio do PSA causa uma retardacéo na velocidade de sorgéo de
agua do produto, uma vez que até o terceiro dia de ensaio ha uma protecéo de
cerca de 30 %. Com relacdo aos comprimidos, verifica-se que este foi,
consideraveimente, menos hisgréscopico que o PSA e o proprio granulado,
absorvendo, no maximo, 7 % de umidade. A menor tendéncia dos comprimidos em
absorver umidade pode ser explicada por um conjunto de fatores, tais como o menor
percentual de PSA na formulacdo (71,43 %), a presenca dos adjuvantes e a propria
compactacdo podem servir como uma espécie de barreira contra a umidade, além
dissc a menor area de superficie do granulado e do comprimido contribuem para a
reducdo da higroscopicidade desses produtos (WELLS, 1988)
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Figura 6: sorgao de agua pelo PSA, granulado e comprimido otimizado em ambiente

com temperatura de 25 °C e 69 % de umidade relativa
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As caracteristicas mecanicas dos comprimidos antes e apos o ensaio da exposicao
a umidade e temperatura ambiental controlada estéo descritas na tabela 8. Como
pode ser observado, o armazenamento em ambiente com umidade relativa de 69 %
causou uma alteracdo nas caracteristicas mecanicas dos comprimidos, fato este,
provavelmente devido & 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 farmacopéia

(USP 25).

Tabela 8: caracteristicas mecanicas dos comprimidos antes e apds armazenamento

em ambiente com temperatura de 25 °C e umidade relativa de 69 %

ensaio Condigbes iniciais UR=69 % A*
Xzxs Xts

Resisténcia corrigida (MPa) 1.73+0.10 0.88+0.09 -0.85

Friabilidade (%) 0.13 0.41 +0.28

Tempo de desintegragao (min) 8.00+0.32 9.79+0.48 -1.79

A* = diferenga entre valores obtidos em condiges iniciais e apds armazenamento em UR =69 %
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Figura 7: cedéncia dos comprimidos otimizados antes e apods ensaio de estabiiidade

Embora o armazenamento dos comprimidos em ambiente com UR de 69 % tenha
causado um aumento no tempo de desintegracdo dos mesmos, tal alteragdo parece
ndo ter interferido na cedéncia do PSA dos comprimidos (figura 7), uma vez que n&o
ha diferenca estatistica significativa (o < 0.05) entre ambos perfis de dissofucéo.
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Como pode ser observado na figura 7, os comprimidos obtidos a partir de
granulados de PSA, apresentaram répida dissolugdo, fato este previamente
esperado considerando a alta solubilidade do PSA em meio aquoso.

4. CONCLUSAO

De um modo geral, os resultados demonstraram que as caracteristicas mecanicas
dos comprimidos sofreram forte influéncia dos fatores estudados, ou seja forca de
compressdo e adjuvantes farmacéuticos. Através dos experimentos fatoriais foi
possivel obter uma formulagdo contendo alto teor de PSA, a qual originou
comprimidos com rapida desintegracdo e alta resisténcia mecanica, condi¢des
essenciais para a produgé&o de comprimidos de rapida liberagdo. Os experimentos
fatoriais embora tenham demonstrado a importancia do nivel de estearato de
magnésio, principalmente, na resisténcia mecanica dos mesmos, evidenciou que,
em termos de desintegracé@o, a proporgdo de croscarmelose associada a for¢a de
compressdo s&o0 os fatores mais importantes, salientando, inclusive, que
comprimidos produzidos com elevadas forgas de compressdo exigem uma maior
propor¢éo de croscarmelose sodica a fim de conseguir uma rapida desintegracéo.
Por fim, através dos modelos matematicos propostos foi possivel demonstrar a
viabilidade de utilizag&o dos mesmos para eleicdo dos niveis de adjuvantes e forca
de compresséao a fim de obter uma resposta tecnolégica desejada.
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1. INTRODUCAO

Foi observada, no capitulo 5, a viabilidade de obten¢do de comprimidos com
boas caracteristicas tecnolégicas, a partir de produto seco por aspersao (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.

O estudo de compresséo realizado com granulados de PSA contendo
Eudragit® E como agente aglutinante (DE SOUZA e col., 2003)’, revelou que apesar
da presenca deste adjuvante no granulado reduzir a higroscopicidade dos
comprimidos formados, causa, também, uma elevagdo, consideravel, no tempo de
dissolugdo dos comprimidos, 0 que do ponto de vista tecnologico constitui um
aspecto negativo.

Considerado as propriedades do Eudragit® E como filmdgeno, capaz de
proteger a forma farmacéutica das variagbes ambientais, sendo ainda soluvel em pH
gastrico, a utilizagdo deste polimero para o revestimento de comprimidos, contendo
alto teor de P. niruri, pode ser uma alternativa viavel para protecéo dos mesmos
contra umidade atmosférica (PEREZ, 1995; PETEREIT e WEISBROD, 1999).

Assim, o0 objetivo desse capitulo foi, através de um estudo preliminar, avaliar
a possibilidade do revestimento pelicular de comprimidos contendo P. niruri,
utilizando Eudragit E como polimero de revestimento, bem como o comportamento
tecnoldgico apds armazenamento em ambiente com temperatura 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 publicagdo no [nternational Journal of Pharmaceutics, 2003
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AVALIACAO DE COMPRIMIDOS REVESTIDOS POR PELICULA CONTENDO

ALTA CONCENTRAGAO DE EXTRATO SECO VEGETAL DE PHYLLANTHUS
NIRURI L.

DE SOUZA, T.P.; SPANIOL, B.; PETROVICK, P.R.

Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil.

RESUMO:

O propodsito deste estudo foi verificar a viabilidade do revestimento pelicular de
comprimidos contendo alto teor de produto seco por aspersao (PSA) de Phyllanthus
niruri. Os comprimidos para o revestimento foram elaborados pela compressdo
direta de uma formulagdo contendo 70 % de PSA, croscarmelose sodica (5 %),
estearato de magnésio (1%) e celulose microcristalina (24 %). Utilizou-se Eudragit E
como polimero de revestimento. Os comprimidos com e sem revestimento foram
armazenados por 15 dias em ambiente com umidade relativa de 65 % ou 75 % a fim
de verificar o grau de sor¢do de umidade e alteragSes das caracteristicas
mecéanicas. O processo de revestimento causou um aumento da dureza e do tempo
de desintegracdo dos comprimidos e uma cedéncia mais lenta do PSA. Apos
armazenamento em ambiente com umidade relativa de 65 % ou 75 % foi constatado
que os comprimidos sem e com revestimento apresentaram teores de umidade
muito proximos, no entanto, significativamente menor que o produto seco por
aspersao como po, além do que, a velocidade de sor¢éo de agua nos comprimidos
revestidos foi, consideraveimente mais lenta que nos sem revestimento. Com
relacdo as caracteristicas mecéanicas, a presenca de umidade, durante o
armazenamento, apesar de ocasionar reducao da dureza em ambos comprimidos,
nao provocou mudanga no perfil de dissolugdo, bem como alteragéo no contetdo de
polifendis.

Palavras Chaves. Revestimento, exirato seco vegetal, Eudragit E 100, Phyllanthus

niruri
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1. INTRODUCAO

Phyllantus niruri € uma espécie vegetal largamente utilizada pela medicina
tradicional com comprovadas atividades farmacoldgicas (CALIXTO e col., 1998). A
principal indicagéo terapéutica é contra litiase renal, sendo os polifendis, presentes
na sua constituicdo quimica, possiveis responsaveis por essa atividade (CAMPQOS e
SCHOR, 1999). O produto seco por aspersdo (PSA), elaborado a partir do extrato
aquoso do vegetal, foi desenvolvido com a finalidade de aumentar a estabilidade dos
constituintes quimicos presentes no extrato (SOARES, 1997). No entanto, este,
semelhante a produtos secos por aspers@o de outras espécies vegetais, apresenta
elevada higroscopicidade, dificultando a elaboracdo de formas farmacéuticas
derivadas (RENQUX e col., 1996; DE SOUZA e col., 2000; LINDEN e col., 2000).

As resinas acrilicas, Eudragit®, sdo extensivamente utilizadas na produgao de
medicamentos. Dentre suas principais aplicagbes destaca-se como filmégeno para
mascarar o sabor de formas farmacéuticas e conferir protegdo contra o meio
ambiente, além de atuar no controle da liberagéo de farmacos. Entre as vantagens
de utilizagdo desses polimeros salienta-se a elevada estabilidade e a baixa
reatividade com outras substancias (PETEREIT e WEISBROD, 1999).

A utilizagdo de Eudragit E como agente egiutinante para elaboracdo de
granulados de produto seco por aspers@o de extrato vegetal mostrou resultados
promissores no sentido de aumentar a estabilidade do mesmo através da reducio
da higroscopicidade (DIAZ e col., 1996; DE SOUZA e col., 2003"). No entanto, DE
SOUZA e col. (2003)' observaram que comprimidos elaborados a partir de
granulados obtidos com Eudragit E, embora apresentassem maior estabilidade
frente a ambientes com alta umidade, mostraram elavado tempo de desintegragéo e

lenta cedéncia do PSA.

Sendo assim, o objetivo do trabalho foi verificar a viabilidade da utilizagéo do

Eudragit E para obtencdo de comprimidos revestidos por pelicula, assim como

! DE SOUZA. T.P.. MARTINEZ-PACHECO. R. GOMEZ-AMOZA. JL.: 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 publicagdo no [ternational Journal of Pharmaceutics
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analisar o grau de protegdo contra umidade e a influéncia nas caracteristicas

mecanicas dos comprimidos obtidos.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAS-PRIMAS

Produto seco por aspersao de Phyllanthus niruri (PSA) obtido seguindo
metodologia descrita por SOARES (1997) utilizando aparelho de secagem por
aspersao Niro Atomizer Production Minor. Os Adjuvantes farmacéuticos celulose
microcristalina (Avicel® PH 101 — FMC), croscarmelose sédica (Ac-Di-Sol® - FMC),
estearado de magnésio e talco (fornecidos pela FEPPS/SS/RS), Eudragit E 100
(Rohm), poligol 6000 (Delaware), dioxido de titanio (Merck), isopropanol (Quimex) e
acetona (Synth) foram usados como recebidos.

2.2 OBTENCAO DOS COMPRIMIDOS
Obtengédo do complexo farmacéutico (CF)

O complexo farmacéutico, sob a forma de pd, foi obtido misturando-se o
produto seco por aspersdo (70 %), croscarmelose sodica (5 %) e celulose
microcristalina (24 %), apos prévia tamisagdo (450 um), a 30 rotagdes por minuto,
em um misturador tipo V acoplado a motor multiuso Erweka (AR 400) durante 20
minutos. Em seguida foi adicionado & mistura obtida o estearato de magnésio,

previamente tamisado (350 um), e misturado por 5 minutos.
Produgédo dos comprimidos

Os comprimidos foram produzidos em maquina aiternativa (Korsch EK-0)
dotada de pungbes circulares biconvexos de 12 mm de diametro, através da

pesagem individual e compressao direta de 600 mg de complexo farmacéutico.
2.3 REVESTIMENTO

O revestimento dos comprimidos foi realizado em equipamento de bancada
(figura 1) dotado de turbina de drageamento (1), sistema de asperséo de dupla acéo

(2) com acionamento manual e alimentagdo realizada com 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.
Preparacéo da suspenséo de revestimento

A formulagao de revestimento (tabela 1) foi preparada através da pesagem de
todos os componentes, dissolugdo do Eudragit E 100 em acetona e isopropanol,
seguida da incorporagdo do poligol 6000, previamente dissolvido no etanol, e
posterior adigcdo dos demais componentes da formulagdo. Apds incorporacdo de
todos os componentes, a suspensdo foi misturada com auxilio de agitador

magnético por cerca de 1 hora.

Tabela 1: formulagdo da suspenséo de revestimento

Componentes ; Quantidade (g)
Eudragit E 100 50
Poligol 6000 0.5
Talco 1.5
Dioxido de titanio 1.5
Isopropanol 45.25
Acetona 4525
Etanol 1.00
Total 100
Equipamento

O equipamento foi desenvolvido baseado ro aparetho construido por
NIEMANN (1991). Detalhes de construgdo estao descritos abaixo (figura 1):

(1) Turbina de revestimento: construida em aluminio de 2 cm de espessura em pecga
unica com formato tronco — conica, de interior polido, apresentando as seguintes
dimensodes: volume de 275 ml, altura de 70 mm, diametro externo com 88 mm de

base e 55 mm de abertura.
(2) Aspersor duplo: pulverizador com dupla agdo Professional Air Brush (CA —3003).

(3) Insuftador de ar - consiste de um equipamento inema (tipo 14 1/8 HP) modificado

através do acoplamento de termostato com controle de temperatura do ar.
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Figura 1: equipamento de bancada para revestimento de comprimido. 1 — turbina de
revestimento, 2 — aspersor duplo, 3 - insuflador de ar quente; 4 —~ motor multiuso; 5 -
bomba peristaltica; 6 — agitador magnético

Condigbes de revestimento

As condicies empregadas no revestimento estdo descritas na tabela 2. Os
nucleos comprimidos foram pré aquecidos a temperatura de 40 °C na propria
turbina de drageamento por um periodo de 15 minutos, em seguida, a suspensao de
revestimento foi aplicada, a fim de se obter um filme contendo 1,7 mg de suspensao
por cm? de ncleo, equivalente a 1 mg de Eudragit E por cm? (BAUER e col., 1998).
A suspensdo de revestimento foi mantida sob agitagao durante todo a operagdo. Ao
final, os comprimidos sofreram secagem adicional em estufa a 40 *C por um periodo
de 30 minutos. A operagao foi realizada em trés lotes de 30 comprimidos, reunidos
de forma a compor uma (nica amostra para caracterizagao.
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Tabela 2: condigcbes de operacio de revestimento empregadas na obtencdo de

comprimidos revestidos por pelicula de Phyllanthus niruri

Condicdes de operacdo
Velocidade de rotagéo da turbina 125 rpm
Angulo de inclinagéo da turbina 45°
Temperatura do ar de secagem 40°C+2°C
Presséo de ar 1 bar
Fluxo de aspersédo 0,7 miimin

2.4 CARACTERIZACAO DOS COMPRIMIDOS COM E SEM REVESTIMENTO
Determinagéo da aparéncia (USP 25)

A aparéncia dos comprimidos foi avaliada visuaimente, a olho nu,
considerando-se a homogeneidade de coloracdoc e auséncia de defeitos na
superficie. A altura e o diametro foram determinados em vinte comprimidos,
escolhidos aleatoriamente, através de medicdes feitas com um paguimetro digital
(Mitutoyo, serie 243), no minimo, 24 h apds obtencéo dos mesmos.

Determinagédo do peso médio (F. Bras. IV )

Pesaram-se, individual e aleatoriamente, vinte comprimidos, em balanga

analitica e determinou-se a média dos mesmos.
Determinag8o da dureza (F. Bras. V)

A dureza foi determinada através da resisténcia ao esmagamento radial,
utilizando-se durdbmetro (Schleuniger - 2E). O ensaio foi realizado em seis

comprimidos de cada lote.
Determinagé&o da friabilidade (F. Bras. 1V)

A friabilidade foi determinada empregando-se 20 comprimidos, através do
célculo do percentual de perda de material por queda e eroséo, utilizando-se
friabildbmetro tipo Roche numa velocidade de vinte rotagdes por minuto durante 5

minutos.
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Determinagéo do tempo de desintegragdo (USP 25)

O tempo de desintegracéo foi determinado em HCI 0,1 Na 37 °C + 1 °C. Os

resultados expressam a média de seis determinagdes.
Ensaio de cedéncia (USP 25)

A velocidade de cedéncia do PSA foi determinada em equipamento Pharma
Test (PTW Slli) de acordo com especificagdes da USP 25 (método 2, velocidade de
agitacao de 100 rpm). O meio de dissolucio foi o suco gastrico artificial sem enzimas
(USP 25). A determinacdo da concentracdo de PSA foi realizada por medicao direta
em espectrofotdbmetro em 275 nm, utilizando como branco suco gastrico artificial
(COUTO, 2000). A semelhanca entre as curvas de dissolugdo foram avaliadas
através de célculo do fator de similaridade — F2, onde valores acima de 50 indicam
perfis de liberacdo semeihante (PILLAY e FASSHI, 1999).

Doseamento de polifendis

O doseamento de polifendis presentes nos comprimidos foi determinada
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
agua para 100,0 ml, sob agitagédo, por 2 horas. Aliquotas de 3,0 m| dessa solugdo
foram diluidas com acetonitrita:agua (20:80 v/v) para 25,0 mi, resultando uma
concentracdo de 88,56 ug/mi de PSA.

A analise foi realizada utilizando cromatografo liquido acoplado a injetor
automatico e detector UV/VIS (Shimadzu LC-10 AD, SIL-10 A, SPD-10 A). As
condi¢gdes cromatograficas consistiram de coluna RP-18 LiChrospher 250 x 4 mm
i.d., 5-um didmetro de particula (Merck, Darmstadt, Germany) dotada de pré-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 mével sistema gradiente
utilizando acido fosfarico 1 % (m/m) como solvente A e acetonitrila:acido fosférico 1
% (m/m) (50:50 (v/v)) como solvente B. O programa gradiente foi de 22 - 24 % B (7
min), 24 - 40 % B (10 min), 40 — 100 % B (8 min), 100 - 22 B % {15 min) com fluxo
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de 0,6 m.min™. A deteccao dos picos foi realizada em 275 um (DE SOUZA e col.,
2002).

2.5 COMPORTAMENTO FRENTE A UMIDADE

Neste ensaio avaliaram-se a sorgao de agua e as propriedades mecanicas de
comprimidos com e sem revestimento apos armazenados, por 15 dias, em ambiente
com temperatura de 25 °C e umidade relativa controlada de 65 % ou 75 %. O
ambiente com umidade relativa controlada foi obtido através de solugdo saturada,
com residuo, de nitrito de sodio e cloreto de sédio, respectivamente
(NYQVIST,1983). Amostras de comprimidos com e sem revestimentos foram
submetidas ao ensaio, assim como amostras de cerca de 500 mg do produto seco
por aspersao (PSA). O teste foi realizado com um nidmero de seis repeticdes para os
comprimidos e trés repeti¢cbes para o PSA. A sorgZo de agua foi estimada através da
pesagem das amostras nas primeiras 24 e 48 horas, e, posteriormente, a cada 72
horas, por um periodo de 15 dias. Ao final do experimento os comprimidos foram
avaliados quanto ao peso médio, dureza, tempo de desintegragdo, cedéncia e
conteuido de polifendis, de acordo com as técnicas descritas anteriormente.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados através de analise de variancia (ANOVA), teste
de Student Newman Keuls e teste t de Student realizados com auxilio do programa

estatistico SigmaStat® for Windows versao 1.0.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ndcleos foram elaborados a partir de estudos prévios realizados por DE
SOUZA e col. (2003)%. A tabela 3 descreve as caracteristicas mecanicas dos
comprimidos preparados para o revestimento, os quais foram obtidos de modo a
apresentarem alta resisténcia mecanica, ou seja, elevada dureza e baixa friabilidade,

bem como rapido tempo de desintegragéo.

* DE SOUZA. T.P. : GOMEZ-AMOZA. J.L.. MARTINEZ-PACHECO. R.: PETROVICK. P.R. Compressional
Behavior of Formulations from Phvilanthus niruri Spray Driec. Extrct. 2003. Artigo em preparacdo para ser
enviado para publicagio no peridédico Pharmazie
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Em uma operagdo de revestimento, tais caracteristicas sdo extremamente
importantes, uma vez que, os comprimidos devem ter uma forca suficiente para
resistir ao processo de rotagdo da turbina de drageamento e, ao mesmo tempo,
devem apresentar rapida desintegracdo nos fluidos digestivos para garantir uma boa
biodisponibilidade (BAUER e col., 1998).

Além das caracteristicas mecanicas, as dimensdes dos comprimidos também
s&o importantes para uma eficiente opera¢éo de revestimento. De modo geral, para
um formato biconvexo, valores de raio de curvatura entre 0.7 e 0,75 vezes o
diametro, bem como altura de bordo entre 0,07 e 0,12 vezes o didmetro sdo ideais
para a operacao de revestimento (BAUER e col., 1998, LIEBERMAN e col., 2001).
Os comprimidos produzidos para o estudo apresentaram raio de curvatura em torno
de 8,7 mm e altura de bordo com cerca de 1,4 mm, ou seja valores dentro da faixa
favoravel, considerando um didmetro de 12 mm.

Tabela 3: caracteristicas dos comprimidos antes e apos o revestimento

Ensaio Antes Apbds
Xzts Xz£s
Peso médio (mg) 596,0 + 3,00 650,3+7,99
Dureza (N) 111,4+ 550 1820117
Friabilidade (%) 0,08 -
Tempo de desintegragdo (min) 13,0+ 0,58 166103

O aumento do peso médio causado pelo revestimento (55,4 mg) foi igual ao
planejado (54,3 mg) a fim de conferir ao comprimido uma pelicula com concentracao
de 1 mg/cm? de Eudragit E, considerando a superficie dos comprimidos de 32,59

cm?.

O revestimento dos comprimidos causou um aumento na dureza e no tempo
de desintegracao (tabela 3), o que pode ser atribuido a pelicula de revestimento. No
entanto, embora o0 aumento da dureza tenha sido de cerca de 41 %, o incremento no
tempo de desintegracao foi de apenas 3,6 minutos, encontrando-se ainda dentro do
padrao farmacopéico para comprimidos de desintegracéo rapida (F. Bras. V).

O perfii de dissolugdo do PSA dos comprimidos revestidos, quando
comparado aos sem revestimento, foi considerado mais lento (figura 2). O célculo
do fator de similaridade (F2) demostrou um valor de 39,84 o que classifica os perfis
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de liberagdo como nao similares entre si. A aplicagdo da pelicula de revestimento
ocasionou um significativo retardo no tempo de liberagdo do PSA o que pode ser
inerente ao tempo necessario para completa dissoluggo da pelicula, no entanto,
pode ser constatado que a cedéncia do PSA a partir dos comprimidos revestidos
continua sendo extremamente rdpida, uma vez que ao final de 15 minutos h3,

praticamente, uma completa liberacdo do mesmo.

120 -

—

cedéncia do PSA (%)
[0
o

5 10 15 20 25 30
tempo (min)

Figura 2: perfil de dissolugdo do PSA a partir de comprimidos sem (¢) e com (m)

revestimento

O ensaio de armazenamento dos comprimidos em ambientes com atmosfera
de temperatura e umidade relativa controlada (UR) foi realizado com a finalidade de
verificar a eficiéncia da pelicula de revestimento na protegdo dos comprimidos frente

as condigbes atmosféricas.

Na figura 3 esta exposto o aumento de massa dos comprimidos e do PSA, na
forma de pd, quando armazenados em ambientes com diferentes umidade relativas.
Observa-se que os comprimidos, ainda que sem revestimento, apresentaram menor

sortividade que o PSA, o gque pode ser atribuido a presenca de adjuvantes na
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formulacado bem como a prépria compressao que podem agir como uma espécie de
barreira contra a umidade (DE SOUZA e col., 2003°). Por outro lado, os comprimidos
revestidos, embora tenham, ao final do experimento, sorvido, praticamente, o
mesmo teor de umidade que os sem revestimento, mostraram um comportamento
diferenciado.

Quando armazenados em ambiente com UR de 65 % ambos comprimidos
apresentaram, ao final do experimento, uma sor¢éo média 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
estabilizagdo somente ocorreu a partir do oitavo dia, antes do qual a sorgdo de

umidade foi significativamente menor e mais lenta.

No armazenamento em ambiente com UR de 75 % a sorgdo de umidade de
ambos comprimidos foi estabilizada somente com 14 dias de experimento, periodo
no qual os comprimidos apresentaram uma sor¢gao média de 8,9 % € 8,5 %, sem e
com revestimento, respectivamente. Observou-se que nesta atmosfera ha uma
maior absorgao de agua, fato pertinente considerando a maior umidade relativa do
ambiente, no entanto parece haver uma melhor demonstragdo da eficiéncia do
revestimento, uma vez que este foi capaz de proteger o ntcleo proporcionando uma
absorcdo mais lenta de umidade até praticamente o final do experimento.

O estudo da sorcédo de umidade dos comprimidos evidenciou que a grande
vantagem do revestimento € que a pelicula, apesar de ser permeavel a umidade,
apresenta uma certa prote¢cdo ao comprimido (BAUER e col., 1998) diminuindo a
sensibilidade a variagdes de umidade atmosférica.

* DE SOUZA. T.P.. MARTINEZ-PACHECO. R.: GOMEZ-AMOZA, J.L.. PETROVICK. P.R. Otimizacdo
tecnoldgica de comprimidos com alto teor de produto seco por aspersio (PSA) de Phyllanthus niruri L. contidos
em granutados. 2003, Artigo em preparagdo para ser enviado para publicacdo no periddico Drug Development
and Industrial Pharmacy
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Figura 3: sor¢éo de agua dos produtos em ambiente com UR de 65 % (A) e UR de
75 % (B)

Em relagdo &s condicbes iniciais, todos os comprimidos apresentaram

diminuigdo da dureza apds armazenamento, 0 que pode ser atribuido a sorcdo de
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umidade (figura 4). O aumento da umidade relativa do ar faz com que os polimeros
presentes na pelicula de revestimento aumentem a liberdade intermolecular tornado-
se mais frageis, fato que pode ser refletido na diminuigao da resisténcia mecanica do
revestimento (WU e MACGINITY, 2000).

Assim pode ser verificado que, embora, em todos os casos os comprimidos
revestidos mostrassem dureza superiores, 0 armazenamento nos ambientes com
umidade relativa de 65 % ou 75 % causou significativa reducdo da dureza inicial.
Resultados estes coincidentes com os achados de WU e MacGiNITY (2000), os
quais verificaram que a exposigdo de pellets de teofilina revestidos com Eudragit E
armazenados em ambientes com elevada umidade apresentaram reducgdo

significativa na sua resisténcia mecanica.

D ntcleos
Orevestidos |

dureza (N)
8

*

inicial UR 65% UR75 %

condigdes de armazenamento

Figura 4: dureza dos comprimidos em diferentes condigbes de armazenamento

(* diferenca significante a =0.05)

A exposicdo a ambiente com elevada umidade praticamente ndo alterou o
tempo de desintegracdo dos comprimidos (figura 5). Os comprimidos, com e sem

revestimento, desintegraram-se rapidamente e, embora haja diferenga estatistica (o




248

= 0.05) entre o tempo desintegragdo antes e apbs o armazenamento,

tecnologicamente, os valores ficaram muito proximos das condigdes iniciais.
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Figura 5: tempo de desintegracéo dos comprimidos

Na figura 6 estdo descritos os perfis de liberacdo de PSA a partir dos
comprimidos, sem e com revestimento, quando armazenamento em ambientes com

diferentes umidade relativas.

Observou-se que ambos os comprimidos apresentaram cedéncia do PSA
extremamente rapida (figura 6). Em cerca de 15 minutos ja havia ocorrido liberagcéo
de praticamente todo o contetido de PSA. O calculo do fator de similaridade (tabela
4) demostrou que a umidade n&o alterou os perfis de liberagdo, pois as curvas de

dissolugao foram consideradas semelhantes entre si.

Tabela 4: fator de similaridade (f2) entre os comprimidos

comprimidos sem revestimento comprimidos revestidos
Referéncia — condig&o inicial Referéncia — condic&o inicial
UR 65 % 98,40 UR 65 % 75,70

UR75% 70,65 UR75% s 61,07
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O doseamento dos comprimidos foi realizado com a finalidade de verificar se
a pelicula de revestimento, bem como o armazenamento em ambiente com elevada
umidade relativa causavam alguma alteragdo no perfil cromatografico dos

marcadores quimicos do PSA.

Na tabela 5 estdo descritos os teores de polifendis presentes nos
comprimidos sobre diferentes condi¢bes de armazenamento. Em todos os casos ndo
foi observada nenhuma alteracdo nos perfis cromatograficos. Apesar da exposi¢éo
frente a diferentes umidades, esta parece n&o ter interferido no teor de polifenédis dos
mesmos, uma vez que o0 doseamento dos comprimidos evidenciou que as
substancias marcadoras (&cido galico e demais derivados fendélicos) mostraram
teores semelhantes aos originalmente encontrados na matéria-prima vegetal (DE
SOUZA e col., 2002).

Tabela 5: doseamento dos marcadores quimicos presentes no produto seco por

asperséo (PSA) de Phyllanthus niruri

Polifendis mg/100mg de PSA

Produtos Acido galico Pico 2 Pico 3

X (CV%) X (CV%) X (CV%)
PSA 1,15 (0,03) 1,34 (1,48) 1,73 (1,27)
Nucleo 1,15 (0,16) 1,41 (0,85) 1,78 (0,62)
nucleo UR 65% 1,11 (0,25) 1,42 (0,32) 1,75 (0,49)
nucleo UR 75% 1,10 (0,49) 1,38 (0,39) 1,72 (0,27)
Revestidos 1,10 (0,46) 1,34 (0,02) 1,79 (0,01)
Revestidos UR 65% 1,11 (0,24) 1,43 (0,68) 1,75 (0,47)
Revestidos UR 75% 1,09 (0,02) 1,43 (0,60) 1,74 (0,01)

4. CONCLUSAO

O estudo demostrou a viabilidade do revestimento pelicular de comprimidos
contendo alto teor de produto seco por asperséo de Phyllanthus niruri, uma vez que
foi possivel a obtencao de comprimidos revestidos com adeqguadas caracteristicas
tecnolégicas e sem alteracéo do conteldo de polifendis. A pelicula de revestimento
permitiu uma sor¢gdo de umidade mais lenta, conduzindo a um melhor
comportamento do produto quando armazenados em ambiente de elevada umidade
relativa. Apesar da pelicula de revestimento causar um pequeno retardo do tempo
de desintegracéo dos comprimidos e cedéncia do PSA, gerando perfis de dissolucio

diferenciados de acordo com o fator de similaridade (F2), tecnologicamente, ndo é
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relevante, pois de modo geral o tempo de desintegragéo e dissolugcdo dos mesmos
ainda s&o considerados rapidos. Por fim, através do doseamento dos comprimidos
foi possivel conciuir que durante o tempo de armazenamento em ambiente com
elevada umidade nédo houve alterag&o do contelido de polifendis.
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O desenvolvimento tecnologico de medicamento pressupde 0 dominio de
todas as etapas envolvidas na sua produgdo, centralizadas na sua finalidade de uso
e correlacionadas com o desenho proposto da forma farmacéutica (BRASIL, 2003).
No caso de fitomedicamentos as etapas de desenvolvimento do produto devem
atender as especificidades das matérias-primas, produto intermediario e finais, bem
como as fases do processamento. Sob estas visdes foi realizado este trabalho,
tendo como modelo a planta medicinal Phyflanthus niruri L. (Euphorbiaceae). Iniciou-
se, portanto..com a avaliacdo da matéria-prima vegetal. Apesar da espécie vegetal
Phyllanthus niruri ser extensivamente estudada fitoquimicamente, ainda nao foi
possivel a identificagdo exata dos seus componentes atives. No entanto, estudos
sugerem uma tendéncia de envolvimento dos polifendis com a atividade
farmacoldgica, principaimente, a ligada com a urolitiase (CAMPOS e SCHOR, 1999).

Sendo assim, estudou-se a viabilidade de desenvolvimento de uma
metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), para
quantificacdo de polifendis, que pudesse ser utilizada para o controle de qualidade
da matéria — prima vegetal e produtos derivados. Apos varios ensaios preliminares,
otimizou-se um sistema cromatografico capaz de separar satisfatoriamente trés
substancias, umas das quais identificadas como acido galico, o qual foi utilizado
como padrédo de referéncia para validagdo do método. As demais substancias
separadas nao puderam ser identificadas, porém, o espectro de UV revelou tratar-se
de uma flavona e de um derivado do acido galico.

A validagdo do metodo foi realizada com a solugdo extrativa aquosa (SE) e
com o produto seco por aspersido (PSA), utilizando acido galico como substancia
padrago. O método mostrou linearidade e elevada precisao intermediaria (FDA,
2000). A exatiddo do método foi demonstrada através da recuperagdo do acido
galico da matriz bioldgica. Os resultados de validacdo do métbdo para o PSA
confirmaram que a presencga de adjuvante ndo interferiu na analise dos polifendis
tornando assim factivel sua utilizac&o no controle de processo durante a elaboracéo
da forma farmacéutica final.

O produto seco por asperséo de Phyllanthus niruri, produzido em escala semi-

industrial (TSAging), utilizando torre de secagem com sistema giratorio de aspersao,
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apresentou melhores caracteristicas tecnoldgicas do que quando produzido em
escala laboratorial, em aparelho com sistema de aspersdo pneumatico (TSAw)
(SOARES, 1997; COUTO, 2000). O produto obtido em TSAgng apresentou tamanho
de particula cerca de seis vezes maior, refletindo positivamente no comportamento
reoldgico do po.

Segundo FOSTER e LEATHERMAN (1995) sistemas com aspersores
giratorios favorecem a produgdo de pds com maior didmetro particular. No entanto,
no presente trabalho, outro fator que contribuiu para melhora tecnolégica do pé foi a
secagem por aspersdo da solugdo exirativa com elevado teor de sodlidos
(BRODHEAD e col., 1992; SOARES, 2002), criginando um produto seco de maior
densidade, o gue favoreceu suas caracteristicas de empacotamento, bem como
proporcionou um rendimento operacional elevado.

Apesar do aumento de tamanho de particula e consequentemente methora
nas suas propriedades de fluxo e empacotamento, o PSA continuou apresentando
elevada higroscopicidade, fato provavelmente inerente & prépria constituigdo
quimica do produto (BASSAN!, 1990; SCHILLER e col., 2000). A sensibilidade frente
a umidade atmosférica e, deficientes propriedades de compressibilidade so fatores,
caracteristicos de extratos secos vegetais, que dificultam o desenvolvimento de
comprimidos contendo alto teor desses produtos (ROCKSLOH e col., 1999). Dessa
forma, o emprego da granulagdo tem se mostrado como uma possivel alternativa
para contornar esses problemas (PLAIZIER-VERCAMMEN e BRUWIER, 1986; DIAZ
e col., 1998; COUTO, 2000).

Com relacéo a sensibilidade a umidade, a granulagdo do produto, além da
diminuicdo da area superficial pode néo oferecer maior protecéo ao extrato seco
(ONUNKWO e UDELA, 1995). Porém, a adicdo de adjuvantes na formulacio além
de auxiliar no processo de granulagdo pode funcionar como agente protetor contra a
umidade (DIAZ e col., 1996). A utilizagdo da resina acrilica Eudragit E como
aglutinante na granulacdo via Umida demonstrou diminuir a higroscopicidade de
granulos contendo extratos secos vegetais, constituindo uma estratégia tecnolégica
interessante (DIAZ e col., 1996).
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No presente trabalho foi avaliada a viabilidade de obtengao de granulados por
via seca e por via Gmida, neste Gltimo caso utilizando uma solugcdo de Eudragit E em
acetona (12,5 % miv) como tiguido de aglutinacao, visando 0 aumento da resisténcia
a umidade do produto e melthora das caracteristicas compressionais. Os resultados
demostraram que ambas as técnicas de granulag@o originaram produtos com
caracteristicas tecnoldgicas satisfatorias, revelando que estas propriedades foram
influenciadas pela técnica de granulagdo. Os granulados obtidos por via Umida
apresentaram densidades bruta € de compactagao significativamente menor que os
granulados obtidos por via seca, 0 que € inerente a prépria técnica de granulagao
(LIEBERMAN e col.,, 1989). Como consequéncia dessas diferentes caracteristicas, a
forca de compress@o necessaria para consolidacdo dos granulos numa massa
comprimida € bastante diferente.

O comportamento do PSA e granulados frente & compressao foi avaliado
através do modelo de Heckel (HUBERT-DROZ e col., 1982; YLIRUUSI e col., 1997).
Os resultados sugerem que o PSA apresenta comporiamento de deformagdo
essencialmente plastico, enquanto que o granulado obtido por via seca mostrou
comportamento caracteristico de materiais que apresentam simultaneamente
deformac@o plastica e por fragmentacdo. A analise do perfil compressional dos
granulados obtidos por via imida sugere um comportamento predominante plastico.

Os granulados revelaram resultados promissores com relagdo a obtencéo de
comprimidos. A avaliagdo da influéncia de adjuvantes farmacéuticos bem como da
forca de compressédo foram realizados a fim de projetar uma formulacéo com maior
teor de PSA e meihores caracteristicas tecnolégicas.

O desenvolvimento e otimizacdo de produtos empregando experimentos
fatoriais apresenta como principal vantagem a possibilidade de obter-se o0 maximo
de informacbes sobre as respostas analisada através de um menor numero de
experimento, 0 que significa economia de tempo e de recursos. Além do que, os
desenhos estatisticos conduzem ao estabelecimento de modelos matematicos que,
guando adequadamente validados, permitem predizer comportamentos das
variaveis de resposta no campo experimental estudado (MONTGOMERY, 1992;
WHERLE e col., 1995, LINDEN e col., 2000).
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Considerando o objetivo principal de obtengdo de comprimidos, realizou-se
estudos de compressdo com o PSA em estado pulvéreo e na forma de granulados,

obtidos por via seca e por via imida.

O primeiro experimento realizado foi a avaliago da influéncia de adjuvantes
farmacéuticos e forca de compressdo sobre as caracteristicas mecanicas dos
comprimidos obtidos com alto teor de PSA (70 %). A selecdo dos adjuvantes foi
avaliada através de um modelo fatorial qualitativo onde os fatores estudados foram o
tipo de desintegrante (Ac-Di-Sol e Primojel) e de material de carga/agiutinante
(Avicel e Emcompress) e, as respostas avaliadas foram resisténcia mecanica e
tempo de desintegrac@o dos comprimidos. Este estudo evidenciou que o material de
carga/aglutinante foi o fator mais importante para resisténcia dos comprimidos sendo
que o Avicel foi 0 adjuvante que proporcionou maior dureza, caracteristica que pode
estar relacionada ao mecanismo de agregagao proporcionado por este adjuvante,
uma vez que sua forma fibrosa e disposicéo, permeando toda a massa compacta,
favorecem uma maior coesdo estrutural de comprimidos (GONZALEZ ORTEGA e
SCHMIDT, 1995). Em relacdo & desintegracdo, a presenca de Ac-Di-Sol na
formulacéo originou comprimidos com tempo de desintegracdo superior aos demais.
A avaliagado da influéncia da forga de compressdo em fungéo da proporgio de Ac-Di-
Sol sobre a resisténcia, friabilidade e tempo de desintegracdo dos comprimidos
demostrou que, neste caso, esse fator foi 0 determinante da dureza e friabilidade,
independente da proporcdo de Ac-Di-Sol. Com relacdo ao tempo de desintegragdo
apesar de ambos os fatores apresentarem influéncia significativa, a concentrac&o do
desintegrante demostrou ser o fator mais importante.

A elaborag&o de comprimidos a partir de granulados, obtidos por via umida,
contendo diferentes propor¢des de Eudragit E como aglutinante foi realizada com o
objetivo de avaliar as carateristicas mecénicas, bem como, sensibilidade & umidade
dos comprimidos obtidos. Os resultados demonstraram que a dureza, friabilidade e
perfil de dissolugdo apresentaram forte influéncia da proporcdo de Eudragit E
presente nos granulados bem como da forca de compressdo empregada. No
entanto, o resultado mais importante foi o fato desses granulados originarem, de
modo geral, comprimidos que, comparados aos obtidos com granulado seco,
mostraram lenta cedéncia do PSA. mesmo em meio acido. A sorcéo de umidade dos
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comprimidos também foi dependente da proporgdo de Eudragit E na formulagéo,
somente uma concentragdo igual ou superior a 5 % foi capaz de proporcionar
comprimidos com menor higroscopicidade, resuitado que refietiu os achados de
DIAZ e col. (1996). No entanto, apesar dos comprimidos elaborados com 10 % de
Eudragit E apresentarem adequadas caracteristicas tecnologicas e baixa
higroscopicidade, o elevado tempo de cedéncia do PSA justifica maiores estudos a
fim de otimizagao de uma formulagéo que proporcione a elaboragéo de comprimidos
com menor tempo de desintegracdo e mais rapida cedéncia do PSA.

Os estudos de compressao realizados com o granulado seco foram realizados
no sentido de otimizar uma formulacéo para obter comprimidos com aita resisténcia
mecanica e rapida desagregac&o. Os experimentos consideraram a determinagdo
das proporcdes ideais dos adjuvantes na fase externa da formulacéo e a avaliagéo
do efeito da forga de compresséo sobre as propriedades dos comprimidos obtidos.

O estudo de otimizacio das proporgdes ideais de adjuvantes foi réahzado,
considerando uma proporgao fixa de 71,43 % de granulado seco, equivalente a 70 %
de PSA, através de um desenho composto central, onde as variaveis independentes
foram as concentragGes de estearato de magnésio e de croscarmelose sodica e, as
variaveis dependentes foram a resisténcia corrigida e o tempo de desintegracéo dos
comprimidos. Os resultados demonstraram que a resisténcia dos comprimidos foi
sensivel apenas as variagcbes das concentracSes de estearato de magnésio,
apresentando uma influéncia negativa sobre a dureza dos comprimidos. Tal
fendmeno pode ser explicado pela propriedade do estearato de magnésio de formar
um filme sobre as particulas que compéem a formulagéo, conduzindo a uma menor
coesdo das mesmas e, consequentemente, formagdo de compactos menos
resistentes (WILLIAMS e McGINITY, 1989). Através dos graficos de superficie de
resposta foi possivel verificar que existe uma faixa de concentracdo otima do

estearato de magnésio em relacao as caracteristicas mensuradas.

A proporcado de croscarmelose sédica foi o principal responsavel por
variagbes no tempo de desintegragdo, no entanto erros intrinsecos ao proprio
experimento impediram a validagdo de um modelo matematico que servisse para
predicéo do tempos de desintegracéo em funcdo da concentra¢do do desintegrante.
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Sendo assim, um segundo conjunto de experimentos foi realizado no intuito
predizer a forga de compressdo, bem como a propor¢do de desintegrante
necessarias para obtencao de comprimidos com alta resisténcia mecanica e répido
tempo de desintegragdo. Os resultados demostraram que ambas as respostas
estudadas sofreram influéncia predominante da forca de compressao. Os modelos
matematicos resultantes permitiram determinar a concentragéo de desintegrante e
forca de compress&o ideais para a obtengdo de comprimidos com as caracteristicas
desejadas. Os valores preditos tetricos puderam ser comprovados

experimentalmente.

De modo geral, considerando as caracteristicas mecéanicas dos comprimidos
bem como maior rendimento operacional, os resultados demostraram gue entre as
diferentes técnicas avaliadas para a obtencdo de comprimidos, a granulagéo via

seca foi a que apresentou melhor viabilidade de producgéo.

No entanto, apesar da viabilidade de obtencdo de comprimidos com alto teor
de PSA e satisfatérias caracteristicas tecnoldgicas, a alta sensibilidade & umidade
atmosférica permanece, fato inerente a elevada concentracéo de PSA na formulag&o
(COUTO, 2000; SOARES, 2002).

Assim, estudos iniciais de revestimentos de comprimidos foram realizados a
fim de verificar a capacidade de protegédo contra a umidade ambiental. O polimero
Eudragit E, resina acrilica gastro-soltuvel, foi empregada como filmogeno de
revestimento (BAUER e col., 1998). Os comprimidos revestidos apresentaram
adequadas caracteristicas tecnologicas e homogeneidade. Aiém disso, o filmégeno
foi capaz de causar uma protegao a umidade sem alteragéo do perfil de cedéncia do

PSA e do tempo de desintegracéo.

O revestimento dos comprimidos de PSA mosirou boas perspectivas no
sentido de aumentar sua estabilidade frente a variagdes de umidade atmosféricas,
no entanto, maiores estudos devem ser realizados visando a otimizagdo do

processo, concentragdo e espessura do filme de revestimento.
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O método por cromatografia fiquida de aita eficiéncia desenvoivido e validado
comprovou ser aplicavel na avaliagdo quantitativa do marcador eleito, acido
gélico, na matéria-prima vegetal, nos produtos intermediarios do processamento
(solugéo extrativa, produto seco por aspersdo e granulados) e produtos finais
(comprimidos e comprimidos revestidos),

O produto seco por asperséo obtido em torre de secagem semi-industrial
apresentou melhores caracteristicas tecnolégicas que o produto obtido em escala
laboratorial. Entre as principais mudangas destacam-se, 0 aumento do tamanho

de particula, maior densidade bruta e de compactagao e rendimento operacional;

O desenho da torre de secagem, dotado de aspersor giratorio, e o maior teor de
sOlidos presentes na solugdo a secar foram fatores determinantes para as

melhores caracteristicas do produto seco por aspersao obtido;

A operagdo de granulagao, tanto por via seca como por via umida, foi eficiente
em produzir granulados com melhores caracteristicas reologicas e de
compressibilidade que o PSA;

Independente da técnica de granulagdo, os granulados apresentaram similar
distribuicao granulométrica, no entanto, as propriedades relativas a densidade e
fisica de compresséao variaram de acordo com a técnica empregada;

Os granulados obtidos por via seca apresentaram maiores densidade e pressao
média de deformacdo que os granulados obtidos por via umida;

Em relacio ao comportamento compressional, o PSA e granulados obtidos por
via Umida mostraram-se predominante plésticos, enquanto que os granulados
obtidos por via seca apresentaram um comportamento simultaneamente plastico
e fragmentativo;

A presenga de Eudragit E, dissolvido em acetona, como aglutinante para
granulagdo por via umida, proporcionou granulados que apresentaram menor
sensibilidade & umidade atmosférica 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 compressdo aplicada. Formulagdes
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elaboradas com croscarmeiose soédica (Ac-Di-Sol), celulose microcristalina
(Avicel PH 101) e forga de compresséo de 5000 N produziram comprimidos com
caracteristicas tecnologicas mais apropriadas, ou seja, com alta resisténcia

mecénica e rapido tempo de desintegracgéo;

e Os comprimidos obtidos a partir dos granulados elaborados por via umida
contendo diferentes propor¢bes de Eudragit E, como agente aglutinante,
apresentaram adequadas caracteristicas tecnolégicas e menor sensibilidade &
umidade atmosférica. No entanto, mostraram fenta cedéncia do PSA,
principaimente se comparados ao perfil de liberagdo dos comprimidos obtidos por

granulag&o via secg;

e O estudo de otimizagdo de comprimidos contendo granulado seco evidenciou
gue 0 aumento da proporgcdo de estearato de magnésio, como fase externa, na
formulacdo, ocasiona uma redugéo da resisténcia mecanica dos comprimidos, no
entanto, ndo apresenta significativa influéncia sobre o tempo de desintegracgéo,
parametro este dependente da proporgéo de croscarmelose sédica (AC-Di-Sol)

presente na formulagéo.

e No desenvolvimento de comprimidos por granulagdo via seca, a forca de
compressao foi a varidvel mais importante do processo e determinante tanto da

resisténcia dos comprimidos como do tempo de desintegragdo dos mesmos;

e O estudo de otimizacéo de comprimidos, contendo alto teor de PSA na forma
granulada, realizado através de desenhos fatoriais, permitiu a obtengdo de
modelos matematicos validados adequados & predicio das proporgbes estearato
de magnésio, croscarmelose sodica e da forca de compress&o ideais para a
obtengdo de comprimidos com caracteristicas tecnoldgicas definidas;

e Os comprimidos revestidos obtidos além de apresentarem menor sensibilidade a
umidade mostraram elevada resisténcia mecénica com rapido tempo de

desintegracdo e velocidade de cedéncia do PSA.
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O trabalho apresentado pela doutoranda TATIANE P. DE SQUZA e intitulado
"Desenvolvimento tecnolégico e otimizagdo de formas farmacéuticas sélidas
contendo alto teor de produto seco por aspersdo de Phyllanthus niruri L.

(Euphorbiaceae)™; teve como objetivo principal viabilizar uma forma farmacéutica
solida por compressao, contendo elevado teor de produto seco por aspersao de P.
niruri. Para tanto, além da preparagdo e caracterizagao de produto seco, foram
estudadas e propostas alternativas tecnolégicas tais como: granulagao por via imida
ou seca, com o intuito de incrementar suas propriedades de compressibilidade e
estabilidade. O produto seco, os granulados (por via seca ou Umida), e comprimidos;
foram sistematica e comparativamente estudados, empregando ensaios oficiais e
explorando diversas ferramentas estatisticas, o que conferiu confiabilidade aos
resultados encontrados. Conseqgilentemente, a discussdo pode ser realizada com
maior grau de seguranga e em nivel de aprofundamento compativel. Portanto, ficou
nitido o rigor cientifico com que a candidata conduziu os experimentos e a forma
como as discutiu. O volume de trabalho executado, foi satisfatoriamente traduzido no
numero e no estilo das publicages propostas, revelando o grau de amadurecimento
da candidata. Diante do exposto, meu parecer é favoravel & concessao do titulo de
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