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RESUMO

O uso de metodologias analiticas validadas é fundamental na obtencdo de extratos vegetais
padronizados que assegurem a producdo de fitoterapicos com a devida qualidade tecnoldgica,
seguranca e eficacia terapéutica. A Myracrodruon urundeuva Allemé&o é uma espécie nativa
do Brasil que tém mostrado atividades antiulcerogénica, anti-inflamatoria, antibacteriana,
neuroprotetora, cicatrizante, antihistaminica, e analgésica. Estudos fitoquimicos identificaram
flavonoides nas folhas dessa espécie e a quercetina € uma dos flavondides identificados.
Assim, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de metodologias analiticas e
processos tecnoldgicos para a obtencdo de extratos secos padronizados a partir da das folhas
de M. urundeuva. No estudo foi desenvolvido e validado um método analitico por CLAE-
DAD para quantificacdo da quercetina nos extratos hidroalcodlicos e secos (ES) da planta. Os
ES foram obtidos por spray-dryer. Foram obtidas misturas do ES com os excipientes celulose,
lactose, maltodextrina e amido. Foram realizados estudos com TG, DTA, MEV e Estudo de
estabilidade acelerada. A atividade anti-inflamatéria do ES foi avaliada em camundongos
Swiss pelo método do edema da pata. Os resultados da validacdo da metodologia por CLAE-
DAD mostraram 0s tempos de reten¢do da quercetina na amostra do padrdo e no extrato
hidroalcodlico de 10,2 e 10,1 minutos, respectivamente. A linearidade foi verificada com a
equacdo de regressdo linear da curva média de y = 56948x — 6354,1 e coeficiente de
correlagdo R? = 0,9996. O limite de detec¢do foi de 0,18 pg/mL e o de quantificagdo de 0,56
pg/mL. O coeficiente de variacdo da precisao intra-dia foi de 2,3% e os da preciséo inter-dia
variaram entre 0,8 e 5,3%. A recuperacdo do padrdo variou entre 97,1 e 100,7%. Na obtencéo
dos ES por spray-dryer as variagdes nas condi¢cdes de secagem nao representaram variacdoes
significativas nos rendimentos do processo. A temperatura de secagem e a taxa de
alimentacdo influenciaram significativamente a concentracdo de quercetina (p<0,05). Nas
analises por CLAE-DAD dos ES, os perfis cromatograficos apresentaram tempos de retencao
da quercetina na amostra do padrdo e no ES de 9,7 e 10,2 minutos, respectivamente e o
coeficiente de varia¢do da precisdo intra-dia do teor de quercetina foi de 3,7%. A curva TG do
ES mostrou a ocorréncia de quatro eventos de perda de massa. A perda de massa mais
significativa foi observada entre 193,5 e 267,0°C (29,7%). As andlises por TG e DTA néao
indicaram incompatibilidade térmica entre o ES e lactose, celulose e amido, mas indicaram
uma possivel interacdo com a maltodextrina. As imagens MEV mostraram as particulas de ES
com formas esféricas, tamanhos irregulares e superficies rugosas. O estudo de estabilidade
mostrou que a concentracdo de quercetina no ES e misturas foi estavel no periodo de 6 meses.
O ES apresentou atividade anti-inflamatéria em camundongos por via oral. Assim, 0 processo
de secagem resultou em ES estaveis e a quercetina foi um biomarcador adequado para
monitorar o processo. Portanto, os resultados obtidos no estudo suportam o desenvolvimento
de fitoterapicos padronizados a partir de extratos hidroalcoolicos e secos das folhas de M.
urundeuva.

Palavras-chave: Anacardiaceae. Extratos Vegetais. Quercetina.



ABSTRACT

The use of validated analytical methodologies is essential in obtaining standardized plant
extracts that ensure the production of plant products with the appropriate technological
quality, safety and therapeutic efficacy. Myracrodruon urundeuva Allemao is a native species
to Brazil that have shown antiulcerogenic, anti-inflammatory, antibacterial and
neuroprotective, healing, antihistaminic, and analgesic activities. Phytochemical studies have
identified flavonoids in the leaves of this species and quercetin is one of the flavonoids
identified. Thus, the objective of this work was the development of analytical methodologies
and technological processes to obtain standardized dry extracts from the leaves of M.
urundeuva. An analytical method by HPLC-DAD for the quantification of quercetin in the
hydroalcoholic extracts and dry extracts (ES) of the plant was developed and validated in this
study. The ES were obtained by spray-dryer. Binary mixtures of ES were obtained with the
excipients cellulose, lactose, maltodextrin and starch. Studies with TG, DTA, SEM and
Accelerated Stability study were performed. The anti-inflammatory activity of dry extract was
evaluated in Swiss mice by the paw edema method. The results of the validation of the
methodology by HPLC-DAD showed the retention times of quercetin in the standard sample
and in the hydroalcoholic extract of 10.2 and 10.1 minutes, respectively. The linearity was
verified with the linear regression equation of the mean curve of y = 56948x - 6354.1 and
correlation coefficient R? = 0.9996. The detection limit was 0.18 pug/mL and of quantification
was 0.56 pg/mL. The coefficient of variation of the intra-day precision was 2.3% and of the
inter-day precision varied between 0.8 and 5.3%. The recovery of the standard varied between
97.1 to 100.7%. In obtaining ES by spray-dryer the variations in the drying conditions did not
represent significant variations in the yields of the process. The drying temperature and feed
rate significantly influenced the concentration of quercetin (p<0.05). In the analyzes by
HPLC-DAD of ES, the chromatographic profiles presented retention times of quercetin in the
standard and ES of 9.7 and 10.2 minutes, respectively, and the coefficient of variation of the
intra-day precision of the quercetin content was 3.7%. The TG curve of ES showed the
occurrence of four mass loss events. The most significant mass loss was observed between
193.5 and 267.0 °C with a loss of 29.7 %. The TG and DTA curves showed no thermal
mismatch between the ES and the excipients lactose, cellulose and starch, but indicated a
possible interaction with maltodextrin. The SEM image showed the particles of dry extract
with spherical shapes, irregular sizes and rough surfaces. The stability study showed that the
concentration of quercetin in ES was stable over a period of 6 months. The ES showed anti-
inflammatory activity in mice orally. Thus, the drying process resulted in stable ES and the
quercetin was a suitable biomarker to monitoring the process. Therefore, the results obtained
in the present study support the development of standardized herbal products from
hydroalcoholic and dry extracts of the leaves of M. urundeuva.

Keywords: Anacardiaceae. Plant Extracts. Quercetin.
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1. INTRODUCAO

A pesquisa e o desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos requerem estudos e
controles que abrangem os aspectos botanicos, fitoquimicos, farmacoldgicos, toxicologicos,
analiticos e tecnol6gicos que visam garantir a eficdcia e seguranca do produto final a ser
comercializado (BRASIL, 2010). A diversidade da flora brasileira favorece o estudo e
desenvolvimento de pesquisas focadas nesses produtos.

No Brasil, o registro de fitoterapicos € regulamentado pela RDC n° 14 de 2010 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Dentre os requisitos e parametros
exigidos por essa resolucéo, estdo a necessidade do controle de qualidade que abrangem desde
a matéria-prima vegetal, derivados da droga vegetal até o produto final, com métodos
analiticos validados e a comprovacao de seguranca de uso.

A padronizacdo de extratos de produtos naturais, fundamentada em andlise quimica de
constituintes ou metabolitos secundarios, para acompanhamento durante 0S processos,
identificacdo da droga vegetal ou para verificacdo da presenca de substancias responsaveis
pela acdo farmacoldgica, representa parametro de avaliacdo de integridade indispensavel para
o controle de qualidade dos produtos (KOO et al., 1997; FANCO; BUENO,1999;
ADELMANN, 2005; LONGHINI et al., 2007). A padronizacdo serve para assegurar lote a
lote as especificacBes dos teores de ativos em relacdo aos quais 0s ensaios clinicos de
seguranca foram estabelecidos (FERREIRA & LEITE, 2009).

A utilizacdo de extratos secos na producdo de medicamentos fitoterapicos tem sido
empregado devido suas vantagens sobre os extratos liquidos, em relacdo a maior estabilidade
quimica, fisico-quimica e microbioldgica, maior concentracdo de compostos ativos, facilidade
de padronizacdo, manipulacdo e maior capacidade de transformacdo em diferentes formas
farmacéuticas (CARVALHO et al., 2008; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Dentre as técnicas empregadas com sucesso na preparacdo de extratos secos de
vegetais destaca-se a nebulizacdo ou spray-dryer, que produz pds com caracteristicas
definidas, como forma e tamanho de particula, e a rapida evaporacdo do solvente reduz o
tempo do processo e o risco de alteracdo dos produtos termolabeis (GALLO et al, 2011,
CUNHA et al, 2010, TEIXEIRA, 1997, BROADHEAD et al, 1992).

A Myracrodruon urundeuva Allemao conhecida popularmente como aroeira do sertéo,

aroeira-do-cerrado e aroeira-preta, € uma espécie arborea nativa do Brasil pertencente a
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familia Anacardiaceae (LORENZI, 2008). Estudos tem demonstrado atividades
antiulcerogénica (CARLINI et al.,, 2010; SOUZA et al., 2007; RAO et al., 1987),
antiinflamatéria (SOUZA et al., 2007; VIANA et al., 1997) antibacteriana, antifingica (SA et
al., 2009a), neuroprotetora (NOBRE JUNIOR et al., 2007), e citotoxicidade em ceélulas
cancerigenas (MAHMOUD et al., 2011).

Estudos fitoquimicos do caule e da folha de M. urundeuva constatam a presenca de
taninos, flavondides, mono e sesquiterpenos, triterpenos e esterdides, proantocianidinas
condensadas e leucoantocianidinas, além de agucares (SILVA, 2008; MONTEIRO, 2005). A
quercetina é uma dos flavondides identificados em M. urundeuva (JANDU et al, 2013;
MACHADO, 2013).

Assim o presente trabalho propbde o desenvolvimento de metodologias analiticas e
processos tecnoldgicos para a obtencdo de extratos secos padronizados a partir da das folhas

de Myracrodruon urundeuva Allemao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver metodologias analiticas e processos tecnoldgicos visando a obtengdo de
extratos secos padronizados de Myracrodruon urundeuva Alleméo.

2.2. Objetivos especificos

e Desenvolver e validar método analitico para a identificar e quantificar da quercetina
nos extratos hidroalcodlicos de M. urundeuva.

¢ Realizar a obtencédo tecnoldgica de extratos secos a partir das folhas de M. urundeuva
Allemao.

e Desenvolver métodos cromatograficos (CLAE) qualitativos e quantitativos para o
controle de qualidade dos extratos secos de M. urundeuva.

e Padronizar e otimizar o método de secagem para obtencdo do extrato seco de M.
urundeuva por spray dryer.

e Caracterizar por Termogravimetria (TG), Andlise Térmica Diferencial (DTA) e
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) os extratos secos obtidos por spray
dryer.

e Realizar estudos de compatibilidade entre os Extratos secos e excipientes
farmacéuticos por TG e DTA,

e Realizar estudo de estabilidade acelerada dos Extratos secos e das misturas binarias.

e Realizar estudo da atividade anti-inflamatdria dos extratos secos obtidos.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Myracrodruon urundeuva Alleméo

3.1.1 Aspectos Botanicos

A Myracrodruon urundeuva Allemdo é uma espécie arbdrea que pertence a familia
Anacardiaceae, foi descrita por Freire Allemdo em 1862 e tem por sinonimia Astronium
urundeuva apo6s requalificacdo feita por Engler em 1881 (LORENZI, 2008). Ela é conhecida
popularmente como aroeira do sertdo, aroeira-do-cerrado e aroeira-preta, € nativa do Brasil
sendo amplamente distribuida nas regies nordeste, sudeste e centro-oeste, mas pode também
ser encontrada no México, Argentina, Bolivia e Paraguai (SANTIN & LEITAO FILHO,
1991).

A M. urundeuva é uma arvore caducifélia, cujo porte varia correspondentemente com
a regido onde é encontrada, possui folhas compostas, imparipinadas, com 5-7 pares de foliolos
ovado-obtusos, pubescentes em ambas as faces da lamina foliar, quando jovens. A madeira
apresenta grande resisténcia mecénica e dificuldade de putrefacdo, sendo largamente utilizada
na construcao civil (CARVALHO, 2003; LORENZI, 2008).

Em decorréncia dos multiplos usos, a aroeira vem sofrendo um processo de exploracéo
intensa, de forma predatdria, causando a devastacdo de suas populacdes naturais, sendo,
portanto, considerada ameacada de extin¢do e categorizada como “menos preocupante” pelo
Centro Nacional de Conservacédo da Flora, assim estudos vém analisando seus usos e presenga
em sistemas agroflorestais, a conservacdo de seus recursos genéticos, estudos quimicos e
bioquimicos (MENDONCA & LINS, 2000; GAINO et al., 2010; CNCFlora, 2017). Essa
espécie é proibida de corte em floresta atlantica primaria e autorizada sob aprovacéo de plano
de manejo florestal em floresta secundaria, cerraddes e cerrados (IBAMA, 1991). Estudos

com essa planta requerem autorizacdo Ministério do Meio Ambiente no Brasil.



26

Figura 1- Arvore, folhas e frutos de Myracrodruon urundeuva Allemo.

Fonte: LORENZI, 2008.

3.1.2 Aspectos Etnobotanicos e Etnofarmacoldgicos

No Brasil, a M. urundeuva € recomendada na medicina popular no tratamento de
hemorragias, infecgdes respiratorias, urinarias, gastrites, ulceras gastricas, cervicites, vaginites
e hemorrdidas (LORENZI & MATQOS, 2008). As raizes sdo usadas no tratamento de
reumatismo e as folhas sdo indicadas para o tratamento de Ulceras (ALMEIDA et al., 1998).

Estudos etnofarmacolégicos citam o emprego por via oral, na forma de infusos e
decoctos, para o tratamento de afeccOes respiratorias, diarreias, hemoptise e metrorragias
(BRAGA, 1976). A literatura cita seu uso como antirreumatico e adstringente (CONCEICAO,
1982). O decocto da casca do caule é usado no tratamento de feridas como tonico e
adstringente (SANGUINETTI, 1989; COIMBRA, 1994). Estudos citam que folhas cascas e as
raizes sao usadas no tratamento de doencas respiratorias, inflamacgdes e doencas infecciosas e
parasitarias, sendo estas consumidas em forma de infusos, xaropes e macera¢do (FRANCO &
BARROS, 2006; ROQUE et al., 2010).
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3.1.3 Aspectos fitoquimicos

Queiroz et al. (2002) encontraram elevadas quantidades de compostos fenolicos na
madeira de M. urundeuva Allemao, cerca de 20,2% (equivalente em acido galico) dos extratos
brutos metanolicos.

Foram isolados ainda compostos mais apolares como cicloeucalenol e cicloeucalenona
a partir do extrato hexanico da entrecasca, que apresentam atividade antioxidante (DANTAS,
2003).

Lorenzi & Matos (2008) citaram a presenca de taninos dos tipos catéquico e
pirogalicos, encontrados na periderme do caule de Myracrodruon urundeuva Allemé&o
(Anacardiaceae) e a presenca de chalconas diméricas e outros flavondides, todos
biologicamente ativos.

Em estudos da entrecasca da planta foram identificados 7 componentes fitoquimicos,
dos quais 2 chalconas diméricas naturais, que possuem a propriedade antiinflamatéria
denominadas Urundeuveina A e B (VIANA et al., 1995).

Estudos fitoquimicos do caule e da folha de individuos jovens e adultos de
Myracrodruon urundeuva constatam que as partes analisadas possuem compostos
semelhantes quanto a presenca de taninos, flavondides, mono e sesquiterpenos, triterpenos e
esteroides, proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas, além de actcares (ARAUJO
et al., 2005; MONTEIRO, 2005; SILVA, 2008).

Nas folhas de M. urundeuva foi identificada a presenca dos seguintes 6leos essenciais
em ordem crescente de concentragdo: B-cariofileno, car-3-eno, a-terpinoleno, p-elemeno e
eugenol (SIMOES et al., 2007; BANDEIRA, 2002).

O estudo do extrato de etanolico (70%) das folhas de M. urundeuva mostrou que 0s
metabolitos secundarios de maior ocorréncia na espécie sdo os derivados de acidos fendlicos,

principalmente, os galotaninos, que sdo polimeros do &cido galico (SOUZA, 2012).

3.1.4 Aspectos Farmacoldgicos

Estudos quimicos e farmacoldgicos de extratos hidroalcodlico e aquoso da entrecasca
da aroeira-do-sertdo tém mostrado efeitos antiinflamatorio, cicatrizante, antiulcerogénico,
antihistaminico, antibradicinina e analgésico, aliados a auséncia de efeitos toxicos e
teratogénicos, nas doses utilizadas (MENEZES, 1985; BANDEIRA, 1993; VIANA et al,
1997; ALBUQUERQUE et al., 2004; CAVALCANTE, 2005; CARLINI et al, 2010).
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Estudos com os extratos dos brotos e renovos do caule de M. urundeuva permitiu
comprovar a existéncia de chalconas diméricas e taninos com acdo analgésica e
antiinflamatéria (BANDEIRA et al., 1994; VIANA et al., 1997; VIANA et al., 2003).

Um estudo (CECILIO et al, 2012) mostrou que extratos etandlicos da M. urundeuva
apresenta potencial atividade contra rotavirus. Calou et al (2014) demonstraram a atividade
neuroroprotetora de extratos hidroalcodlicos de M. urundeuva em ratos, em um modelo de
doenca de Parkinson, possivelmente, devido ao efeitos antioxidantes e anti-inflamatorio da
planta.

Um trabalho mostrou que uma frag&o de chalconas diméricas isolada da casca do caule
da M. urundeuva apresentou atividade antiapoptotica e preveniu a necrose causada pela 6-
hidroxidopamina em células mesencefalicas de ratos (NOBRE-JUNIOR et al, 2009). Da casca
de M. urundeuva também foi isolada a proteina lectina com atividade larvicida contra o
mosquito Aedes aegypti (SA et al., 2009).

Souza et al (2007) identificou a presenca de tanino do tipo profisetidina no extrato da
casca dessa planta que apresentou atividade anti-inflamatoria e antiulcerogénica em lesdes
gastricas induzidas em roedores.

Estudos clinicos ja foram realizados abordando diferentes indicacdes terapéuticas da
M. urundeuva. Viana et al (1995) avaliaram o elixir da aroeira em pacientes de ambos 0s
sexos (12 no total) diagnosticados com Ulcera duodenal ou/e gastrite e lesdo endoscépica na
dose de 1 a 2 g extrato/dia por 30 dias e os resultados mostraram que em 75% ocorreu
cicatrizacdo completa sem efeitos colaterais. Campos (2008) avaliou o uso do creme vaginal
de aroeira a 15% no tratamento de cervicites, vaginites e ectopias em 18 mulheres e os
resultados demonstraram efetividade no tratamento das doencas estudadas e auséncia de

reacoes adversas durante o tratamento.

3.1.5 Toxicidade

O estudo toxicoldgico agudo pré-clinico do extrato hidroalcodlico das folhas de
Myracrodruon urundeuva demonstrou que em camundongos por via intraperitoneal tem alta
toxicidade (8 mg/kg) (ALMEIDA et al., 2010).

Viana et al (1995) demostrou que extratos hidroalcoolicos e aquoso da entrecasca de
M. urundeuva tem baixa toxicidade quando administrados por via oral e auséncia de efeitos
teratogéncicos nas doses estudadas. Outro Estudo demonstrou que extratos liofilizados da

entrecasca de M. urundeuva administrado por via oral durante 83 dias a ratos machos causou
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diminuicdo do hematdcrito e induziram malformacGes 6sseas nos fetos quando administradas
a ratas prenhas (CARLINI et al., 2013).

3.2 Flavondide quercetina

Os flavondides compdem uma ampla classe de substancias de origem natural,
constituidos substancias aromaticas com 15 atomos de carbono (C15) no seu esqueleto bésico,
sendo compostos fendlicos, que possuem nessa estrutura anéis aromaéticos C6-C3-C6
(HARBORNE et al, 1986). Os flavonoides sdo frequentemente usados comoo biomarcadores
taxonémicos devido sua abundancia em espécies vegetais, facilidade de identificacéo,
especificidade em determinadas espécies e acumulo em determinados Orgaos vegetais e
sofrem menor influéncia das variagdes ambientais (HARBORNE et al, 1986; ZUANAZZI &
MONTANHA, 2007).

Estudos relatam que os flavondides e taninos sdo capazes de inibir as isoformas das
enzimas ciclo-oxigenase (COX-2), a oxido nitrico sintase (iNOS), e outros mediadores do
processo inflamatério (SOOBRATTEE et al, 2005).

A quercetina, 3,3°,4’,5,7-pentahidroxi-flavona, (Figura 2) ¢é uma dos flavondides
identificados em M. urundeuva (JANDU et al, 2013; MACHADO, 2013). Ela est4 associada
uma variada atividade bioldgica de diferentes drogas vegetais utilizadas na medicina

tradicional e em medicamentos fitoterapicos.

Figura 2 — Estrutura quimica da quercetina.

., OH

Fonte: COSTA, 2005
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A quercetina possui peso molecular de 302,24 g/mol na forma anidra e 338,24 g/mol
na forma dihidratada, apresenta-se como p6é amarelo sendo praticamente insolivel em agua
(BUDAVARI, 1996).

Ensaios in vivo e in vitro da substancia isolada ou contida em extratos vegetais tem
comprovado acdo anti-inflamatéria (ROTELLI et al, 2003; GARCIA-MEDIAVILLA et al,
2007; LOPEZ-POSADAS et al, 2008; KLEEMANN et al, 2011), antimicrobiana (GATTO et
al., 2002; NITIEMA et al., 2012), antioxidante (BOOTS et al, 2008; ZHANG et al., 2011;
MUTHUKALA et al., 2015), antistaminica (KAHRAMAN et al, 2003) e antiangiogénico
(TAN et al, 2003). Um estudo mostrou que a quercetina atua normalizando os niveis de
glicose plasmaética, aumentando o conteudo de glicogénio hepatico e induzindo as enzimas
glicocinase e hexocinase hepaticas (VESSAL et al., 2003; SHETTY et al., 2004).

Os métodos de andlise da quercetina citados na literatura incluem métodos
espectofotométricos e cromatogréaficos (D’MELLO et al., 2011; ANG et al., 2014).

3.3 Consideracbes sobre o Desenvolvimento e a Legislacdo Brasileira sobre

Medicamentos Fitoterapicos

No Brasil, a normatizacéo dos fitoterapicos teve inicio em 1996, com a Portaria n. 6 da
entdo Secretaria de Vigilancia Sanitaria, posteriormente, a ANVISA, emitiu as resolucdes RE
n. 17, de 25 de fevereiro de 2000 e n. 48, de 16 de marco de 2004 as quais tinham por objetivo
a normatizacdo do registro de medicamentos fitoterapicos. Em 2006, o pais aprovou a Portaria
971, que aprova a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) e o
Decreto n.° 5.813, que aprova a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF).

A PNPIC tem por objetivo garantir a populacao brasileira o acesso ao uso racional das
plantas medicinais, promovendo o uso da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia
produtiva e a sustentabilidade da indUstria nacional (BRASIL, 2006).

A PNPMF estabelece diretrizes e linhas prioritérias para o desenvolvimento de a¢oes
pelos diversos parceiros em torno de objetivos comuns voltados a garantia do acesso seguro e
uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos no pais, ao desenvolvimento de tecnologias
e inovagOes, assim como ao fortalecimento das cadeias e dos arranjos produtivos, ao uso
sustentavel da biodiversidade e ao desenvolvimento do Complexo Produtivo da Saude
(BRASIL, 2006).
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Atualmente, encontra-se em vigor a Resolucdo - RDC n. 14 de 2010 que estabelece os
requisitos minimos para o registro de medicamentos fitoterapicos no Brasil (BRASIL, 2010).
Dentre os requisitos e parametros exigidos, esta a necessidade do controle de qualidade, com
métodos analiticos que incluam resultados de prospeccéo (screening) fitoquimica ou perfis
cromatograficos, além de comprovacao de seguranca de uso, incluindo estudos de toxicidade
pré-clinica (BRASIL, 2010). A figura 3 ilustra as etapas necessérias para o desenvolvimento

de um Fitoterapico.

Figura 3 — Representacéo das etapas para o desenvolvimento de um medicamento

fitoterapico.
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A Resolugdo - RE n. 88 de 2004 da ANVISA fornece as referéncias bibliogréficas
para avaliacdo de seguranca e eficacia de fitoterdpicos e a Resolu¢cdo RE n° 90 de 2004 dispbe
sobre o Guia para a realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos que tem
por objetivo indicar métodos padronizados para os estudos de toxicologia pré-clinica para
registro e renovagdo de registro de fitoterapicos destacando que os estudos de toxicidade
devem ser conduzidos com amostras padronizadas do medicamento fitoterapico ou do
derivado vegetal a partir do qual é produzido (BRASIL, 2004). A figura 4 ilustra de uma
maneira geral as trés caracteristicas fundamentais que devem ser atendidas pelos fitoterapicos:

eficécia, seguranca e qualidade.

Figura 4 — Representacdo geral dos requisitos que devem ser atendidos pelos

medicamentos fitoterapicos.
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Fonte: SIMOES et al., 2007

Também foi publicada a Lista de Registro Simplificado de Fitoterapicos, Resolucao-
RE n°89 de 2004 da ANVISA, que dispdes sobre as espécies cujos fitoterapicos ou derivados
vegetais terdo seu registro facilitado por ndo haver necessidade de validacdo de suas
indicacdes terapéuticas e seguranca de uso por estar definida a parte utilizada, padronizacéo,
formas de uso, indicacBes/acBes terapéuticas, dose, via de administracdo, posologia e restricdo
de uso (BRASIL, 2004).

A qualidade de um produto terapéutico vegetal é determinada pela sua caracterizacéo e
se estabelece desde a obtencdo da planta medicinal, devidamente cultivada, colhida e seca, até
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0 processamento, por meio de técnicas de extracdo, concentracdo e a secagem, além da
caracterizagdo fisico-quimica do insumo farmacéutico vegetal obtido, como tintura, extrato
fluido e seco, ou 6leo essencial (FARIAS, 2004, CARVALHO et al., 2006).

No controle de qualidade dos fitoterapicos, derivados da droga vegetal, excipientes e 0
produto final tecnologicamente acabado, deve-se utilizar metodologia descrita na farmacopéia
ou formulérios oficiais reconhecidos pela ANVISA ou validar metodologias analiticas
obedecendo aos parametros especificados para a validagdo de métodos analiticos descritos na
Resolucdo RE n, 899 de 2003 da ANVISA (NETTO et al., 2013, BRASIL, 2003).

3.4 Técnicas Analiticas utilizadas na padronizacédo de produtos vegetais

Véarios métodos analiticos tém sido empregados nas analises quantitativas e
qualitativas de materiais vegetais. Considerando que as plantas sdo matrizes complexas a
identificacdo e quantificacfes de metabolitos especificos sdo fundamentais para o controle de
qualidade da planta, os derivados vegetais e os produtos intermediarios tecnologicos obtidos
durante o desenvolvimento do fitoterapico.

As técnicas cromatograficas tém sido amplamente empregadas na analise de matrizes
complexas como 0s materiais vegetais pela capacidade de realizarem separa¢es dos
constituintes da amostra e permitirem a quantificacdo e identificacdo do analito de modo
exato, preciso e sensivel (GONG, 2003).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma das metodologias mais
bem estabelecidas e aplicadas na padronizacéo de produtos vegetais, inimeros sdo 0s estudos
realizados com essa finalidade (SCHENKEL et al., 2007, LIMA, 2009, FONSECA, 2009,
BACCARIN, 2010).

O processo cromatografico por CLAE utiliza colunas fechadas, recheadas de materiais
especialmente preparados e uma fase moével que é eluida sob alta pressdo a uma vazdo
controlada, apresentando a capacidade de realizar separacdes de uma grande quantidade de
compostos, em escala de tempo de minutos, com alta resolucédo, eficiéncia e sensibilidade
(COLLINS, 1990, ESCRIBANO-BAILON, 2004). Além disso, esta técnica utiliza
instrumentos sofisticados que podem ser totalmente automatizados e a possibilidade de unir o
CLAE a outras metodologias analiticas como Espectroscopia de Massa e Ressonancia
Magnética Nuclear, permite, além da separacdo e quantificacdo, a identifica¢do estrutural dos
constituintes da amostra vegetal (PINTO et al, 2002, FONSECA, 2009).
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As vantagens da CLAE incluem a sensibilidade, sendo capaz de detectar massas na
ordem de 10, a capacidade de reciclagem da fase estacionaria, versatilidade e curto tempo
de andalise comparando-se a outras técnicas, que interessa a industria farmacéutica como
ferramenta para o controle de qualidade e desenvolvimento de produtos, contudo apresenta
alto custo instrumental inicial e de manutengdo do equipamento, relativo custo operacional,
auséncia de um detector universal e necessidade de recursos humanos devidamente treinados
(CIOLA, 1998, VALLADAO et al., 2008).

Nas analises de extratos vegetais através dessa técnica & possivel obter perfis
cromatograficos que sdo usados como a “impressdo digital” ou fingerprint da amostra, sua
identidade fitoquimica, fornecendo informagdes sobre os constituintes da planta, que devem
manter um padrdo qualitativo dos picos cromatograficos quando os extratos sdo preparados
sob a mesma condi¢cdo (GONGA et al., 2003; FONSECA, 2009).

Com o auxilio de detectores espectrofotométricos por arranjo de fotodiodo (DAD) que
fornecem espectros de varredura do analito no UV-VIS, obtém-se o espectro de absor¢édo
correspondente a cada pico do ‘‘fingerprint” que pode ser comparado com espectros presentes
em bancos de dados para a identificacdo do composto, nesse caso, sdo utilizados padrdes para
comparacdo dos tempos de retencdo e espectros de absorcdo caracteristicos para cada
composto (VOLPATO, 2005). Em amostras que a totalidade dos constituintes quimicos nédo é
conhecida, como no caso dos extratos vegetais, compostos majoritarios ou marcadores
quimicos podem ser utilizados para a sua caracterizacdo, mesmo nao estando relacionados
com a atividade do extrato (VOLPATO, 2005).

Um método analitico deve assegurar que seus resultados sejam confidveis através da
validagdo da metodologia desenvolvida. Um processo de validagdo fornece evidéncias
objetivas de que 0s métodos e os sistemas sdo adequados para o uso pretendido. A validagédo
deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das
aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2003). No
Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) disponibiliza um guia para o
procedimento de validagcdo de métodos analiticos e bioanaliticos, a Resolu¢cdo ANVISA RE n.
899, de 29 de maio de 2003.

Os parametros de desempenho analitico exigidos para validacdo de métodos de
separacdo sdo: especificidade e seletividade; linearidade; precisdo; exatiddo; limite de
deteccdo; limite de quantificacdo e robustez.

A especificidade e seletividade de um método instrumental de separacdo como por

CLAE, E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em presenca
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de outros componentes, como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz,
ela garante que o pico de resposta seja exclusivamente do composto de interesse (RIBANI et
al, 2004, BRASIL, 2003). Uma maneira de avaliar a seletividade é através do uso de
detectores como arranjo de diodos e espectrémetro de massas, que comparam o espectro do
pico obtido na separagédo com o de um padrdo, como uma indicac¢do da presenca do composto
puro (HUBER, 1998, JENKE, 1998, VESSMAN et al, 2001, RIBANI et al, 2004).

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que 0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado (BRASIL, 2003). A correlacdo matematica entre o sinal medido,
area ou altura do pico, e a massa ou concentracdo da substdncia a ser quantificada é
geralmente, determinada empiricamente a partir de sinais medidos para massas ou
concentragcdes conhecidas dessa substancia e expressa como uma equacao de reta da curva
analitica obtida (AUGUSTO et al, 2000, BARROS NETO et al, 2002). Os resultados dos
testes deverdo ser tratados por métodos estatisticos apropriados para determinacdo do
coeficiente de correlacdo, cujo valor minimo aceitavel deve ser 0,98 (BRASIL, 2003).

A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem mdltipla de uma mesma amostra (BRASIL, 2003). A
Repetibilidade (precisdo intra-corrida) é a concordancia entre os resultados dentro de um
curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma instrumentagdo (BRASIL, 2003). A
Precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas) é a concordancia entre os resultados do
mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes (BRASIL, 2003). A precisdo pode ser expressa como desvio padréo
relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo (CV%), cujo valor maximo aceitavel é de 5%
(BRASIL, 2003).

O limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser detectada, ndo necessariamente quantificado, sob as condigdes experimentais
estabelecidas, estabelecido por meio da analise de solucdes de concentragbes conhecidas e
decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel (BRASIL, 2003). Ja o limite de
quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisao e exatiddo aceitaveis sob as condi¢es experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003).

A exatiddo representa o0 grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro
(ICH, 1995, INMETRO, 2003). A ANVISA estabelece que um minimo de nove

determinagfes envolvendo um minimo de trés diferentes niveis de concentragdo deve ser
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obedecido (BRASIL, 2003). Um dos processos utilizados para avaliar a exatiddo de um
método sdo o0s ensaios de recuperagdo em que a propor¢do da quantidade da substancia de
interesse, presente ou adicionada na porcao analitica do material teste, € extraida e passivel de
ser quantificada (THOMPSON et al, 1999, RIBANI et al, 2004). Os intervalos aceitaveis de
recuperacdo para andlise de residuos variam entre 50 e 120%, com precisdo de até + 15%
dependendo do nivel de complexidade da amostra (THOMPSON et al, 1999).

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos, indicando sua confianca durante
o0 uso normal (BRASIL, 2003). Em CLAE, a robustez pode ser avaliada, variando parametros
como a concentracdo do solvente organico da fase movel, o pH da fase moével em 0,1
unidades de pH ou a temperatura da coluna em = 5 °C (RIBANI et al, 2004).

3.5. Processos de secagem para a obtencao de Extratos secos

Os extratos secos sdo preparacdes sélidas, pulverulentas ou granuladas obtidas por
evaporacdo de extratos de plantas medicinais adicionadas ou ndo de adjuvantes, apresentando
o teor de substdncias ativas indicado na respectiva monografia (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1988).

Os extratos secos apresentam vantagens sobre os liquidos relacionadas a maior
estabilidade quimica, fisico-quimica e microbioldgica, facilidade de padronizacdo, maior
concentracdo de compostos ativos, distribuicdo granulométrica dos constituintes da
preparacdo e por isso na industria de fitoterapicos tem sido aplicado na preparacdo de
comprimidos, cépsulas, granulados, pomadas e outras formas farmacéuticas, como produto
intermediario (CORDEIRO, 2000). No Brasil estdo registrados 512 medicamentos
fitoterapicos, dos quais mais de 70% apresentam-se como formas farmacéuticas sélidas cujas
matérias primas sdo extratos secos (CARVALHO et al., 2008). Eles podem ser preparados a
partir de solugdes extrativas vegetais submetidas aos processos de secagem como a
liofilizac&o, a evaporagéo rotativa e secagem por spray-dryer (RUNHA et al, 2001; SILVA et
al, 2012).

3.5.1 Secagem por spray-dryer

O processo de secagem por aspersdo consiste na dispersao como goticulas de uma

mistura diluida sélido-fluido em uma corrente de ar aquecida que promove evaporacdo do
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solvente e a formag&o da particula sélida utilizando um equipamento especifico (NONHEBEL
& MOSS, 1971; MASTERS, 1985; BROADHEAD et al., 1992; SHAW, 1997; WENDEL &
CELIC, 1998, RANKELL et al., 2001, OLIVEIRA & PETROVICK, 2010).

Trata-se de um processo de secagem rapido que produz particulas com tamanho
definido, custos de producdo relativamente baixos, versatilidade da técnica, capacidade de
gerar um produto com especificagdes definidas e de qualidade, além disso, 0 tempo em que 0
material permanece no interior da cdmara de secagem € relativamente pequeno possibilitando
a secagem de materiais termolabeis, como os extratos vegetais (GEORGETTI et al., 2008,
SILVA, 2006, ISONO et al., 1995).

Os po6s obtidos por spray-dryer apresentam caracteristicas relacionadas a
granulometria do produto, umidade final, homogeneidade, densidade, forma e fluidez que
garantem padrdes elevados de qualidade do produto final e exigidos na industria (REMILI et
al., 1994).

As propriedades do produto final sdo influenciadas pelos fatores relacionados as
caracteristicas do material de entrada e aos parametros de operacéo e equipamento. Os fatores
relacionados ao material de entrada incluem o uso de adjuvantes de secagem, viscosidade do
material, tensdo superficial, concentragdo e tipo de solvente da amostra que devem ser
investigados e controlados para obtencdo de produtos com carateristicas adequadas
(OLIVEIRA & PETROVICK, 2010). Em relagdo aos fatores relacionados ao processo e
equipamentos estdo a temperatura de entrada e saida, fluxo de alimentacdo, pressdo de
atomizacdo, tipo de bico atomizador e vazdo do ar de secagem, que determinam tanto a
qualidade do produto como do processo (LIST & SCHMIDT, 1989; OLIVEIRA &
PETROVICK, 2010).

Para a secagem de extratos vegetais sdo utilizados normalmente, adjuvantes de
secagem como amido, ciclodextrinas, dioxido de silicio coloidal, fosfato tricalcico, gelatina,
goma arabica, lactose, maltodextrina que vao determinar a estabilidade e a qualidade dos
produtos, influenciando ainda sua biodisponibilidade (VASCONCELOS et al., 2005; SILVA
JUNIOR et al., 2006, OLIVEIRA & PETROVICK, 2010).

O didxido de silicio coloidal é um po6 fino, adsorvente, com grande area de superficie
especifica, assim possui baixa densidade aparente e excelentes caracteristicas de vazao, sendo
empregado para otimizar processos de compressdo e encapsulacdo de formas farmacéuticas
solidas, sendo considerado seguro em produtos farmacéuticos administrados pela via oral e
também topica, por isso tem sido empregado com sucesso na obtengdo de extratos secos de
vegetais (ROWE, SHESKEY, OWEN, 2006, CAMPOS, 1996; DE SOUZA, 1997).
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Carvalho (1997) mostrou que a adi¢do deste adjuvante a 10% e a 20% em extratos de
Maytenus ilicifolia Martius ex Reissek, em relacdo ao teor de sélidos na solugdo extrativa,
provocou reducao na higroscopicidade dos produtos secos. Outros estudos evidenciaram que a
substituicdo do dioxido de silicio coloidal por B-ciclodextrina ou por celulose microcristalina
na secagem de solucOes extrativas de Achyrocline satureioides (Lam.) DC tiveram efeito
negativo sobre a estabilidade dos produtos obtidos referente a umidade residual (TEIXEIRA,
1997; DE PAULA et al., 1998).

3.5.2 Planejamento experimental na otimizagdo do processo de secagem

No processo de secagem por sprya-dryer, a otimizacdo dos parametros de secagem €
fundamental na obtencdo de extratos secos com melhores caracteristicas fisico-quimicas e
com maior rendimento da operagdo, que podem ser influenciadas por fatores como:
temperaturas de entrada e saida, velocidade de fluxo de alimentacdo, selecdo do adjuvante
tecnoldgico e pelos teores de residuo seco do extrato fluido a ser nebulizado (GAUDY et al.,
1991; DE PAULA et al., 1998).

A otimizagdo do processo de secagem pode ser realizada utilizando ferramentas
estatisticas. O planejamento experimental é uma ferramenta que proporciona a geracdo e
interpretacdo de dados e aplicacdo de experimentos cientificos de maneira eficaz através dos
planejamentos univariados que variam um anico fator ou multivariaveis que avaliam varios
fatores, simultaneamente (FRANCIS et al, 2003, FERREIRA, et al, 2007).

Os planejamentos experimentais trabalham, geralmente, com fatores chamados
variaveis independentes (X) em diferentes niveis (n), com o objetivo de avaliar uma resposta,
chamada de varidvel dependente (BOX & BEHKEN, 1960). O total de ensaios realizados
depende do niimero de fatores e niveis estudados, assim n* = n° total de ensaios, por exemplo,
se dois fatores sdo estudados em dois niveis, entdo 2° = 4 ensaios (BOX & BEHKEN, 1960).
Através do planejamento, verificam-se quais fatores possuem maior impacto na resposta,
eliminam-se fatores sem importancia para o processo, possibilitando reduzir o niumero de
fatores a serem investigados (MYERS, 2003, LI, 2003).

A metodologia de superficie de resposta (MSR) é uma técnica que consiste em um
grupo de procedimentos matematicos e estatisticos que sdo usados para estudar a relacéo entre
uma ou mais respostas (varidveis dependentes) e um numero de fatores (variaveis
independentes), gerando um modelo matematico que descreve 0 processo em estudo
(BARROS NETO, SCARMINIO & BRUNS 1996; DINIZ &MARTIN, 1996).
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Dentre as técnicas multivariadas utilizadas na otimizacdo de processos, a MSR tem-se
destacado por possibilitar a avaliagdo do efeito de mdltiplas varidveis e suas interacdes sobre
as variaveis respostas com numero reduzido de tentativas, contribuindo para aumentar o
rendimento dos processos, sem aumentar os custos (BAS & BOYACI, 2007; WU et al.,
2007).

O planejamento experimental fatorial associado a técnica de MSR fornece
informacdes seguras do processo, reduzindo solugbes empiricas que envolvem técnicas de
tentativa e erro (BOX et al, 1978). Usando esta técnica para realizar os ensaios experimentais,
é possivel estimar os efeitos principais das variaveis na resposta ou varidvel dependente. A
tabela de andlise de variancia obtida fornece informagdes sobre o quanto foi bom o ajuste,
sendo possivel propor o modelo probabilistico que correlaciona a resposta em funcao das
varidveis estudadas, construindo a superficie de resposta para determinar a faixa 6tima de
operacdo (RODRIGUES et al,1998).

3.6 Analise térmica

Anélise térmica é um termo usado para descrever técnicas analiticas que medem as
propriedades fisicas e quimicas de uma amostra com uma fun¢do da temperatura, enquanto a
substancia é submetida a programa controlado de temperatura (IONASHIRO, 2004). Na
industria farmacéutica, a analise térmica destaca-se como um método analitico, qualitativo e
comparativo, capaz de produzir resultados rapidos e reprodutiveis, visando a analise global da
qualidade de produtos farmacéuticos, nos estudos de pré-formulagdo para andlise de
polimorfismo, estudos de estabilidade e de interacdes farmaco-excipiente (MACEDO, 1996,
GIRON, 1997).

Dentre as técnicas termoandliticas mais utilizada, a Termogravimetria (TG), Analise
Térmica Diferencial (DTA) e Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) sdo as mais
utilizadas com aplicagdo na area farmacéutica.

A Termogravimetria € uma técnica em que se analisa a mudancga de massa de uma
substancia em funcdo da temperatura ou do tempo (HATAKEYAMA & QUINN, 1999;
THOMAS et al., 2002). Os dados obtidos de uma curva de TG fornecem informagdes sobre a
estabilidade termica da amostra, dos seus produtos de decomposicdo e sobre a cinética de
decomposigédo dos processos fisico-quimicos que ocorrerem na amostra (HATAKEYAMA &
QUINN, 1999).
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A andlise térmica diferencial (DTA) é uma técnica de medigdo continua das
temperaturas da amostra e de um material de referéncia termicamente inerte, & medida que
ambos sdo sujeitos a um gradiente de temperatura controlada, assim sdo registradas a
diferenca entre a temperatura da referéncia e a da amostra, em funcdo da temperatura ou do
tempo, de forma linear (SKOOG et al, 2002; IONASHIRO, 2004). Esse método fornece um
caminho simples e preciso para determinacdo do ponto de fusdo e ebulicdo e decomposicdo de
compostos organicos (SKOOG et al, 2002).

A calorimetria exploratéria diferencial € uma técnica em que se mede a diferenca de
energia cedida a uma substancia e a um material de referéncia em funcéo da temperatura,
quando a substancia e a referéncia sdo submetidas a um programa de temperatura controlada,
com o DSC-fotovisual é possivel a visualizacdo de todo o processo (SKOOG et al, 2002;
THOMAS et al., 2002). As curvas TG e DSC fornecem informacdes importantes sobre a
propriedade fisica das substancias como estabilidade, compatibilidade, cinética de
degradacdo, decomposicdo térmica, fase de transicdo e polimorfismo (GIRON, 1997
RODRIGUES et al., 2005; SANTOS et al., 2008 LEITE et al., 2013).

As técnicas termoanaliticas vém sendo aplicada também nas andlises de matérias-
primas e derivados vegetais. Analises de extratos de Cissampelos sympodialis Eichi por TG
avaliaram sua estabilidade térmica e cinética de degradacdo (ARAGAO et al., 2002). Estudos
termoanaliticos foram utilizados para determinar teores de umidade e cinzas de amostras
comerciais de Paullinia cupana Kunth em p6 de cafés in natura e processados e os resultados
mostraram ndo haver diferenca entre os dados obtidos por métodos convencionais quando
comparados com os da TG, além disso, 0 método por TG teve menor tempo de analise, menor
consumo de amostra, a obtencdo simultanea do teor de umidade e cinzas, além de possibilitar
a visualizacdo do seu perfil termoanalitico (ARAUJO et al., 2006, PEREIRA, et al., 2005).
Sampaio et al (2016) utilizaram TG e DTA para caracterizar termicamente extratos secos de
Arrabidaea chica obtidos por spray dryer. Medeiros et al (2002) avaliaram a presenca de
diéxido de silicio coloidal e ciclodextrina durante a secagem de extratos de Albizia inopinata
usando TG, demonstrando a maior estabilidade dos extratos com ciclodextrina. Costa et al
(2013) utilizando DSC e TG, avaliou o grau de compatibilidade de um extrato liofilizado da
Heliotropium indicum com hidroxietilcelulose, metilparabeno e propileno glicol mostrando
que essas duas ultimas substancias interagiam com o extrato.

As vantagens das técnicas termoanaliticas como a pequena quantidade de amostra
utilizada, a rapidez de resultados, a limpeza da técnica e a possibilidade de visualizagdo do

seu perfil termoanalitico, fazem delas importantes e promissoras ferramentas no estudo de
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padronizacdo de matérias-primas vegetais e estudos de pré-formulagdo para no
desenvolvimento de fitoprodutos (ARAGAO et al., 2002; ARAUJO et al., 2006).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material Botanico

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizadas folhas de M. urundeuva
coletadas na Fazenda Cacimbas, Municipio de Caraubas no estado da Paraiba em maio de
2013. Uma excicata desta espécie foi registrada no Herbario Lauro Pires Xavier, sob 0 NC240
e a identificacdo boténica foi realizada pela Professora Alecksandra Vieira de Lacerda da
Universidade Federal de Campina Grande. O material vegetal foi limpo, seco em estufa sob
uma temperatura de 50 + 2°C por 96 horas, triturado em moinho mecanico e armazenado em
saco plastico hermeticamente fechado até sua utilizacdo. O projeto foi autorizado pelo
Ministério do Meio Ambiente com nimero 53346-1 para atividades com finalidade cientifica

com esta planta.

4.2 Solventes e padrdes analiticos

Todos os solventes utilizados foram grau HPLC (Tedia, Fairfield, Ohio, USA) e foram
desgaseificados com gas hélio. A agua foi purificada utilizando o sistema Sistema Milli-Q
(Millipore, Massachusetts, USA). Todas as solucdes foram filtradas em membrana de
0.45mm (Millipore, Massachusetts, USA). A quercetina dihidratada de CAS — 117-39-5 (97%
de pureza), utilizada como substancia quimica de referéncia (SQR), foi adquirida da Merck,
Brasil.

4.3 Obtencao do Extrato Hidroalcodlico

A droga vegetal seca foi submetida ao processo de maceracdo e o extrato fluido foi
obtido apds 120 horas em sistema de solvente Etanol:Agua (50%: 50%), em uma proporcao
droga/solvente de 20%.

4.4 Validacdo de Metodologia Analitica por CLAE para andlise da quercetina
Os ensaios cromatograficos dos extratos de M. urundeuva foram realizados em

sistema cromatografico Prominence series (Shimadzu, Toquio, Japdo), equipado com sistema

de fornecimento multisolvente LC-20AT, sistema de degaseificagdo DGU-20A5, autoinjetor
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SIL-20A, forno para coluna CTO-20A e deteccdo por espectrometria eletronica na regido do
ultravioleta-visivel com arranjo de diodo SPD-M20A UV-VIS. Os dados foram coletados e
integrados através software Classe VP V6.14 SP1. A fase movel consistia de uma mistura de
Metanol: acido fosforico 1% (47%:53%) com pH controlado em torno de 3,1 e razéo do fluxo
de 1,2 mL/mim no modo isocratico. Para realizacdo das corridas cromatogréaficas utilizou-se
uma coluna C18 (Phenomenex) de dimensdes 4,6 mm X 25 cm X 5 um, o detector de
ultravioleta com o comprimento de onda em 370nm, volume de injecdo de 20 pL, a

temperatura do forno da coluna de 40°C e o tempo de anélise de 30 minutos.

4.4.1 Preparacgdo das Amostras do Extrato hidroalcodlico

Os extratos de M. urundeuva foram analisados por adi¢do de 2 mL de hexano a 1 mL
de extrato. A mistura foi homogeneizada por 2 minutos e depois centrifugada, durante 10
minutos. ApoOs isso, a fase hexanica foi descartada, e 3 mL de diclorometano foram
adicionados a 500 pL do extrato resultante, que foi homogeneizada durante 2 minutos e
centrifugado durante 10 minutos. Este processo foi repetido por 2 vezes, resultando em 9 mL
de fase de diclorometano. 4 mL desta fase foram evaporados, em banho-maria a 50 °C, e
reconstituida em 2 mL de metanol, filtrado em filtro PTFE de 0,45um e injetou-se a solugédo

no sistema cromatografico por CLAE.

4.4.2 Solugdo Padréo do Biomarcador

Estudos fitoquimicos apontaram a presenca majoritaria de compostos fendlicos na
composicdo fitoquimica de Myracrodruon urundeuva dentre elas o flavondide quercetina
(JANDU et al, 2013; MACHADO, 2013). O solvente utilizado na preparacio das solucdes
padrdo estoques e de leitura foi o metanol 70 e 50%, respectivamente. As concentracdes das
solucdes de quercetina foram preparadas a partir das solucdes-méae de 200 pg/mL e 100

pg/mL.
4.4.3 Validacao de Metodologia analitica por CLAE — UV/DAD
O método foi validado atraves dos parametros de seletividade, linearidade, preciséo,

exatidao, recuperacéo e limites de quantificacdo e deteccdo de acordo com a RE 899/2003 da
ANVISA.
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Seletividade

A seletividade avalia o grau de interferéncia provocado pela presenca de outros
compostos ha amostra 0 que garante que a resposta do pico gerado é referente ao composto de
interesse. Para avaliar a seletividade do método foi analisado por CLAE uma amostra controle
(fase mdvel), uma amostra do extrato, além do marcador quimico quercetina. A presenca da

quercetina foi determinada ao compararem-se 0s picos registrados dos perfis cromatograficos.

Linearidade

Uma curva média de linearidade foi construida a partir de trés curvas de calibracfes
auténticas do padrdo quercetina cujas concentragdes foram: 0,4 pg/mL, 0,6 pg/mL, 1,6
pg/mL, 2,8 pg/mL, 4 pg/mL, 5,2 pg/mL, 6,4 pg/mL, 7,6 pg/mL. As solugdes foram aferidas
com solucdo de metanol a 50%. Para avaliar-se a capacidade do método de gerar resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito, foi utilizado o método de regressao
linear dos minimos quadrados. Cada curva de calibracdo foi constituida de 8 pontos e deveria

possuir um coeficiente de correlacio linear (R%) no minimo igual a 0,99.
Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacdo(LQ)
Os limites de deteccdo e quantificagdo foram determinados a partir de parametros da

curva analitica da substancia quimica de referéncia e calculado matematicamente usando-se as

equac0es escritas abaixo:

LD=33xS/I (4.1)
LQ=10xS/1I (4.2)
Em que S ¢é o desvio padréo da regresséo linear e | o coeficiente angular da curva
analitica.
Preciséo

A repetibilidade (precisdo intra-corrida) foi determinada a partir da injecdo de 6
solugdes amostrais do extrato fluido de M. urundeuva pelo mesmo analista no mesmo dia, sob

as mesmas condigdes instrumentais e cromatograficas. A precisdo intermediaria (Inter-
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corridas) foi realizada em trés dias consecutivos por analistas diferentes, com 6 determinacdes
no mesmo dia. Os estudos de precisdo intra-corrida e inter-corridas foram determinados
através dos coeficientes de variacdo (CV%) conforme recomenda a resolucao n® 899 de 2003
da ANVISA e o critério de aceitacdo deste parametro foi um desvio padrdo relativo de no

maximo 15% em razdo da matriz vegetal ser complexa.

Exatidao

A exatiddo do método foi realizada através da adicdo as amostras do extrato
hidroalcéolico de M. urundeuva de quantidades conhecidas de quercetina SQR em trés
concentracdes: baixa, média e alta, 20%, 100% e 180%, respectivamente, da concentracdo
obtida na precisdo. As amostras foram preparadas em triplicata e as analises foram realizadas
em duplicatas para cada nivel de concentracdo, e avaliados os desvios padrdo relativos e
capacidade de recuperacdo da quercetina. Para avaliar a recuperacdo no nivel de 20% e
considerando um valor de concentracdo [W] obtido na precisdo foi adicionado 0,2 x [W] de
concentracdo do marcador monitorado. O valor tedrico € a concentracdo determinada na
precisdo intermediaria somando-se a concentracdo adicionada, logo, 0,2 x [W] + [W] e 0
calculo da recuperacdo foi feito calculando a razédo entre o valor real obtido e o valor teérico
multiplicado por 100 (BRASIL, 2003). Abaixo segue a Tabela 1 com as informacgfes para

todos os niveis.

Tabela 1. Informacgdes utilizadas para calcular a recuperag@o da quercetina nos extratos.

Nivel Precisdo Adicdo Padrdo Valor tedrico (Vt) % Recuperacao
(ng/0,5mL)

20% [W] 02x[W] 02X[W]+[W]

100% [W] [W] [W]+[W] R = '&.-'reall'f_' ug/mL) 100

180% [W] 1,8x[W] 1,8x[W]+[W] Vt (pg/ml)

[ W ]: Concentrag8o da quercetina obtida na precisdo. Fonte: BRASIL, 2003.

Robustez

Para avaliar a robustez do meétodo utilizou-se a amostra do extrato liquido de M.
urundeuva. Os fatores modificados para avaliagcdo foram: o fluxo (1,1, 1,2, 1,3 mL/min) e pH

(1,5, 1,6 e 1,7) da fase movel e temperatura da coluna (38, 40 e 42°C) . Para cada uma das
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condigdes estabelecidas, a solugdo da amostra e da solucdo padrdo (preparada tal como
descrito na Secdo 4.4.1 e 4.4.2) foram injetadas (triplicado) apoés filtracdo através de uma
membrana de 0,45 milimetros de PTFE modificado. Foi avaliada também a estabilidade das
solucdes analiticas em um periodo de 24 horas.

Para avaliar se os dados na condi¢cdo do método proposto e na condicdo alterada ndo
apresentaram diferenca, estatisticamente significativa, foi aplicado o teste Analise de

Variancia de fator inico (ANOVA one-way) com intervalo de confianca de 95%.

4.5. Obtencdo de extratos secos de M. urundeuva Allem&o por spray-dryer e otimizacéo
do processo

4.5.1 Andlise do tamanho de particulas do Material vegetal e Avaliacdo do sistema de

solventes para obtencéo do extrato hidroalcodlico

A droga vegetal pulverizada foi submetida a sistema de tamisacdo contendo malhas de
1190; 850; 600; 425; 300; 250; 150 e 75 um. Diferentes valores de massa da droga
pulverizada foram utilizados para avaliar a distribuicdo dos diferentes tamanhos de particula
nos sistema de tamises em intervalo de tempo diferente.

A tecnologia de extracdo empregada na obtencdo do extrato hidroalcodlico foi a
maceracao a frio, realizada em recipientes cilindricos de aco inox fechados por periodo de
120 horas. A proporc¢do da massa da droga vegetal foi de 20% frente ao volume do sistema
de solvente escolhido.

Foram avaliadas as seguintes propor¢des de solvente etanol:dgua: 30:70; 50:50 e
70:30. A resposta do estudo do processo extrativo foi definida em funcdo da concentracdo do
marcador quercetina determinado por CLAE-DAD conforme metodologia analitica

previamente validada descrita na secéo 4.4 desse trabalho.

4.5.2 Avaliagdo da influéncia do tamanho de particula no processo de extracdo da droga

vegetal no sistema de solvente

Com o objetivo de avaliar a influéncia do tamanho de particula no processo extrativo
foram obtidos extratos hidroalcoolicos a partir da droga vegetal pulverizada submetida a
sistema de tamises com malhas de 355, 250, 150 e 75 um. A influencia do tamanho de

particula no processo extrativo foi determinada em funcdo do teor do marcador monitorado
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no extrato de M. urundeuva, por metodologia analitica validada descrita na se¢do 4.4 desse
trabalho.

4.5.3 Obtencédo do Extrato Seco por spray dryer

O extrato hidroalcoolico de M. urundeuva obtido na condicdo do sistema de solvente
etanol:agua 50%:50% (v/v) foi submetido ao processo de secagem em spray dryer de escala
laboratorial Modelo LAB PLANT SD-05. O bico atomizador duplo fluido pneumético com
orificio de abertura de 1.2 mm operou com taxa de vazao de ar de 40L/min e presséo de 2.0
bar. O Dioxido de silicio coloidal (CSD) com tamanho médio das particulas primarias de
12nm foi adquirido da Henrifarma (Lot 3157052414, Brasil) foi utilizado como adjuvante de
secagem.

Para avaliar a melhor condicdo de obtencdo do extrato seco foram avaliados os
parametros de secagem: Proporcdo do CSD (10, 15 e 20%), Temperatura de entrada (160, 170
e 180°C) e fluxo de alimentacdo (4, 6 e 8 mL/min). Foi realizado um planejamento fatorial da
ordem de 2°*!, gerando um total de 27 experimentos considerando a triplica de cada condicéo
em estudo (Tabela 2). As amostras do produto tecnoldgico foram armazenadas em
temperatura ambiente entre 15 e 30°C. Protegidas da luz e da umidade em frascos

hermeticamente fechados.

Tabela 2. Matriz do Planejamento fatorial 2**! para secagem dos extratos por spray-dryer.

Ensaios Codificado N&o codificado
A B C T (°C) F(mL/min) A (%)
1 1 -1 1 180 4 20
2 1 1 1 180 8 20
3 1 -1 -1 180 4 10
4 -1 1 -1 160 8 10
5 -1 1 1 160 8 20
6 1 1 -1 180 8 10
7 -1 -1 -1 160 4 10
8 -1 -1 1 160 4 20
9 0 0 0 170 6 15

T: temperatura de entrada, F: fluxo de alimentacdo, A: Proporcao de CSD (Dioxido de silicio coloidal.
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O didxido de silicio foi selecionado para o estudo por ser um adjuvante com elevada
area superficial e estabilidade térmica, além de ser um excipiente seguro quando utilizado em
produtos farmacéuticos por via oral ou topica, sendo muito utilizado com adjuvante
tecnolégico em estudos para secagem de extratos vegetais por spray-dryer (ROWE,
SHESKEY, OWEN, 2006).

4.5.3.1 Preparacéo da amostra do extrato seco para analise por CLAE

Para andlise cromatogréfica, o extrato seco foi reconstituido a condi¢do semelhante de
extrato liquido, pesando-se 300 mg do extrato seco e diluindo com 5mL do solvente na
proporcdo etanol:agua (50%:50%). Em seguida foi realizado o procedimento descrito na
secdo 4.4.1 deste estudo. A quantificacdo do marcador quercetina nas analises realizadas nos
extratos de M. urundeuva foi realizada utilizando método analitico por CLAE-DAD

previamente validado, como esta descrito na secdo 4.4 desse trabalho.
4.5.3.2 Determinacgdo do Rendimento do processo de secagem
O rendimento do processo foi calculado apés a secagem do extrato. O produto final foi

pesado e teve sua massa calculada percentualmente em relacdo ao teor de sélidos presentes

nas solucdes extrativas conforme a seguinte equacao:

Rendimento (%) = __M1 (g)_ x 100 (4.3)
M2 (g)

Onde: M1 = massa do extrato seco obtida
M2 = massa teorica de extrato seco (residuo do extrato com a massa do adjuvante
adicionado)

4.5.3.3 Andlise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados experimentais foi empregado ANOVA e regressao

maultipla associada a metodologia de superficie de resposta (MSR), através do software Statistica 7
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® (Statsoft Inc., Tulsa,0OK, EUA). Foi estabelecido como parédmetro significativo p<0,05 e

negligenciados os que apresentaram nivel de significancia p>0,05.

4.5.3.4 Doseamento da quercetina nos extratos secos padronizados de M. urundeuva

Com o intuito de verificar a adequacdo do método desenvolvido para doseamento de
quercetina, por CLAE, no extrato liquido padronizado a andlise do extrato seco, foi realizada
uma co-validacéo, onde foram avaliados os parametros linearidade, seletividade e preciséo. O
extrato seco utilizado foi o obtido na melhor condicdo de secagem (10% 180°C 8mL/min
conforme secédo 4.5.4).

Uma curva média de linearidade foi construida a partir de trés curvas de calibracfes
auténticas do padrdo quercetina cujas concentragdes foram: 0,4 pg/mL, 0,6 pg/mL, 1,6
pg/mL, 2,8 pg/mL, 4 pg/mL, 5,2 pg/mL, 6,4 pg/mL, 7,6 pg/mL. As solugdes foram aferidas
com solucdo de metanol a 50%. Para avaliar-se a capacidade do método de gerar resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito, foi utilizado o método de regressao
linear dos minimos quadrados. Cada curva de calibracdo foi constituida de 8 pontos e deveria
possuir um coeficiente de correlacio linear (R%) no minimo igual a 0,99.

A precisdo foi avaliada apenas no nivel repetibilidade, onde se procedeu a analise de
seis réplicas da solucdo preparada e em seguida calculou-se o coeficiente de variacdo entre 0s
teores obtidos. A preparacdo das amostras para ser injetado no CLAE-DAD esta descrito no
item 4.5.3.1 deste trabalho.

4.6 Andlise do comportamento térmico e de compatibilidade dos extratos secos com

excipientes farmacéuticos

4.6.1 Obtencao das misturas binarias

No estudo foram utilizados os excipientes farmacéuticos: Lactose monohidratada
malha 200 (Pharma mostra, Lote 3367, Brasil), Celulose Microcristalina PH102 (Purifarma,
Lote C1312098, Brasil), Amido pré-gelatinizado (Henrifarma, Lote GDI10258*036710/15),
Brasil) e Maltodextrina DE20 (Pharma Nostra Comerc, Lote 746158, Brasil), identificados
como LAC, CEL, AMD e MALT, respectivamente. As misturas binarias foram preparadas

por mistura fisica do extrato seco de M. urundeuva Alleméo obtidos na melhor condicdo de
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secagem (10% 180°C 8mL/min conforme se¢éo 4.5.4) (ES) com os excipientes farmacéuticos
na proporc¢éo de 1:1 Extrato/Excipiente (m/m).

462TGeDTA

As curvas de TG dindmica e de DTA do extrato nebulizado, excipientes farmacéuticos e
das misturas binarias foram obtidas utilizando uma mesma termobalanca modelo model DTG-
60 (Shimadzu, Kyoto, Japan), com razdo de aquecimento de 10 °C/ min de 25 a 900 °C, na
atmosfera de nitrogénio, com fluxo constante de 100 mL/min. As amostras foram
acondicionadas em cadinho de alumina com uma massa em torno de 5,0 (+ 0,5) mg. O
equipamento TG foi calibrado usando oxalato de célcio monohidratado. As curvas TG e DTA
foram analisadas pelo programa TA-60 W (Shimadzu).

4.7. Analises por Microscopia Eletrénica de Varredura

A morfologia e caracteristicas de superficie de extratos secos de M. urundeuva e
misturas binarias foram avaliadas por microscopia eletronica de varredura (Hitachi TM -
1000, Hiscope - New Jersey, EUA) sob vacuo atmosférico de 5-10 Torr. As imagens foram
capturadas com uma voltagem de aceleracdo de 15 kV. As amostras foram metalizadas por

pulverizagéo de ouro e foram posteriormente exibidas em diferentes resolugdes.

4.8 Estudo de Estabilidade Acelerada

O estudo de estabilidade do extrato seco de M. urundeuva Alleméo obtidos na melhor
condicdo de secagem (10% 180°C 8 mL/min conforme se¢do 4.5.4) e as misturas binarias foi
realizado sob temperatura de 40 °C (x 2 °C), controlada através de uma camara climatica
Tecnal, B.O.D.TE- 371 (Jodo Pessoa, Brasil) por um periodo de 6 meses (ICH Q1A R2, 2003,
BRASIL, 2005). Nove amostras com aproximadamente 3 g dos produtos secos foram
colocadas em envelopes herméticos de PVC-aluminio. As analises de quercetina foram

realizadas em trés amostras do extrato e das misturas binarias em 0, 3 e 6 meses.
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4.9 Atividade Anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatoria do extrato seco de M. urundeuva obtidos na melhor
condicdo de secagem (10% 180°C 8mL/min conforme secdo 4.5.4) foi avaliada em
camundongos Swiss machos (32 £ 5g) utilizando o modelo de edema de pata induzido por
carragenina (Winter et al, 1962). Os animais foram divididos em quatro grupos, consistindo
cada um em seis animais. O edema de pata foi induzido pela injecdo de 0,1 mL de carragenina
1% (p/v) em solucdo salina estéril e administrada na regido subplantar da pata direita dos
camundongos (n = 6). Uma hora antes da injecéo de carragenina, o extrato seco da droga
vegetal foi administrado (v.0.), previamente dissolvido em &gua destilada, nas doses
equivalentes a 500 mg/kg e 2000 mg/kg da droga vegetal seca, cuidadosamente ajustada para
a quantidade de extrato seco. O grupo controle recebeu 10 mL/kg de salina (v.0.). O
diclofenaco de sodio (10 mg/kg, v.0.), utilizado como farmaco de referéncia, foi adquido da
Novartis (Brasil). A espessura da pata foi medida antes da injecdo da carragenina e apos 1, 2,
3, e 4h utilizando um paquimetro. A carragenina foi adquirida da Sigma-Aldrich (Brasil) e o
diclofenaco de s6dio da Novartis (Brasil).

O projeto dessa pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (Protocolo n® 0207/10) e todos os animais utilizados
foram do Biotério do Centro de Biotecnologia da UFPB. A atividade anti-inflamatoria foi
calculada como a percentagem de inibicdo do edema nos animais tratados com o extrato em

comparagdo com o grupo controle da carragenina utilizando a Equacao (4.4).

To—-Tt
To

PI (%) = 100 (4.4)

Onde Tté a espessura da pata dos camundongos tratados com o0s extratos em um tempo
correspondente e To é a espessura da pata dos camundongos do grupo controle no mesmo
tempo. Os resultados foram analisados pelo teste t de Student, onde os valores sdo expressos
como média + desvio padrdo (dp), e os resultados foram considerados significativos quando p
<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validacédo de Metodologia analitica por CLAE — UV/DAD para anélise da quercetina

nos extratos hidroalcoodlicos de M. urundeuva

A otimizacgdo das condi¢fes cromatograficas conduziu a uma boa resolucdo dos picos
da quercetina neste estudo quando comparado com outros métodos previamente descritos para
a quantificacdo desse composto em derivados vegetais (CHOU et al., 2009; BATISTA et al.,
2010; D’MELLO et al., 2011; ANG et al., 2014). A validacdo do método seguiu 0s
parametros de seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez exigida pela legislacdo
brasileira e 6rgdos internacionais (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

5.1.1 Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo € a capacidade de avaliar as
substancias na presenca de componentes que podem interferir com sua determinacdo em uma
amostra complexa, como outro ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de
degradacdo, outros compostos de propriedades similares que possam estar presentes na
amostra, garantindo que o pico de resposta seja exclusivamente do composto de interesse
(USP, 1999; RIBANI et al, 2004).

Para avaliar se 0 método desenvolvido foi seletivo para a quercetina nas amostras do
extrato hidroalcodlico, foi comparado o perfil cromatografico do padrdo com o perfil da
amostra, o tempo de retencdo e os espectros de UV também foram analisados. Os perfis
cromatograficos da fase movel, do padrdo quercetina e da amostra do extrato hidroalcodlico
de M. urundeuva e dos seus espectros DAD estdo ilustrados na Figura 5. Os tempos de
retencdo da quercetina na amostra do padrdo e no extrato liquido foram de 10,2 e 10,1
minutos, respectivamente. Como pode ser observado, ndo houve interferéncias no pico do
marcador quercetina nos perfil cromatografico da amostra do extrato ja que 0s comprimentos
de onda méaximos apresentaram as bandas espectrofotométricas caracteristicas do padrdo
guercetina em 370 nm, além disso, os picos cromatograficos apresentaram-se definidos,
resolutos e sem interferentes quando comparados entre si.

Na analise de pureza de pico, os espectros DAD da quercetina padrao de referéncia e
do extrato analisado (Figura 5 B1, B2, C1, C2) evidenciaram a similaridade espectral da
guercetina com um indice de similaridade de pico de 0,99, confirmando a capacidade do

método de determinar a quercetina na presenca de compostos da matriz vegetal.
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Figura 5 - Perfis Cromatograficos em 370 nm: Fase movel (Etanol:dgua pH 1.6) (A), padréo
quercetina (B) e espectros DAD de pureza do pico da quercetina (B1, em 370 nm e B2 em
outros comprimentos de onda) e da amostra do extrato hidroalcodlico de M. urundeuva (C) e

espectros DAD de pureza do pico da quercetina (C1, em 370 nm e C2, em outros
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5.1.2 Linearidade

A linearidade € capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo da substancia analisada, dentro de uma determinada faixa de
aplicacdo (ICH, 1995; USP, 1999). A linearidade foi verificada na faixa de quantificacdo
aplicada para as amostras utilizando as concentra¢Ges para a construgdo das curvas analiticas
(Tabela 3 e Figura 6). Os parametros estatisticos da linearidade estdo dispostos na Tabela 4. A
equacao de regressdo linear da curva média foi y = 56948x — 6354,1, onde y é a area do pico
da quercetina e x a sua concentracdo. A analise de regressdo linear demonstrou um coeficiente

de correlagéo R? = 0,9996 valor que comprova a linearidade do método (Figura 6).

Tabela 3 - Concentrag&o utilizada da quercetina e a média da Area do pico da quercetina
obtida no perfil cromatografico (n=3).

Concentracédo (ug/mL) Area média + DP

0,40 19755 + 424

0,60 30522 + 415

1,60 82213 + 3578
2,80 150658 + 600
4.00 218479 + 3613
5,20 287088 + 2258
6,40 359096 + 3038
7.60 430061 + 8825

DP: Desvio padréo



Figura 6

S7

- Curva analitica média da quercetina, obtida a partir dos dados das trés curvas
individuais, para avaliagdo da linearidade do método.
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Tabela 4 - Resultados da linearidade média do método.
Variaveis
Equacao de regressao y =56948x — 6354,1
R? 0.9996
Slope 56946,6 + 654,9
Intercepto X 0,1115+ 0,012
Intercepto Y -6354 + 732,5
1/Slope 0,00001756

A partir da andlise de variancia (Tabela 5) pode-se verificar a validagdo do modelo e a

significancia estatistica da curva ajustada. As analises de variancia dos dados demonstraram

que o método é linear na faixa de concentracdo estudada (0,4 pg/mL a 7,6 pg/mL), pois o

Fealculado > valor-p, existe relagdo linear entre as variaveis e a inclinagdo da reta de regresséo
ndo é nula, indicando que a regressao € significativa (PIMENTEL & BARROS-NETO, 1996).

A anélise mostrou também que ndo ha falta de ajuste do modelo, ja que esta relagdo

apresentou um valor de Feajculado = 2,05, abaixo do valor critico Feritico = 2,74 com 6 e 16 graus
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de liberdade e 95% de confianca demonstrando que o modelo linear esté ajustado na faixa de
concentragéo estudada (PIMENTEL & BARROS, 1996).

Na Figura 7 é possivel observar atraves do grafico de probabilidade normal, do
histograma e da plotagem dos residuos versus o ajuste e a ordem de obtencdo dos dados, que
0 modelo linear é aplicavel aos dados e que de acordo com o gréfico de residuos ndo houve
tendéncias 6bvias que demonstrassem heteroscedasticidade ou desvio de linearidade.

Tabela 5 - Resultados da analise de variancia para linearidade.

Fonte gl SQ (Aj.) QM (Aj.) ValorF F critico  Valor-P
Modelo SQ reg 1 4,91x10" 4,91 x10% 25695,6 4,301 0,000
Residual SQ res 22 420115510 19096160 Curva Linear*

Falta de ajuste SQ faj 6 182569747 30428291 2,05 2,741 0,118
Erro puro SQ erp 16 237545763 14846610 N&o hé falta de ajuste**

Total SQ tot 23 491E+11

SQ = Soma Quadratica; gl = Graus de Liberdade; MQ = Média Quadratica.
* Regressao Estatisticamente Significativa.
** Proporcionando uma curva linear.

Figura 7 — Grafico exploratdrio dos residuos da regressao da curva analitica de calibracdo da

quercetina (0,4 ug/mL a 7,6 pg/mL).
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5.1.3 Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacéo (LQ)

Através dos valores da curva analitica de calibracdo, os limites de deteccdo e
quantificacdo foram determinados teoricamente por extrapolacdo matematica da curva. O
limite de deteccdo foi calculado conforme a Equacédo 4.1 e obteve-se o valor de 0,18 pg/mL.
O limite de quantificacdo foi calculado conforme a Equagéo 4.2 e obteve-se o valor de 0,56

pg/mL.

5.1.4 Preciséo

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medigdes sucessivas
de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢cbes de medicdo, assim foram
realizadas seis medi¢des da mesma amostra, em diferentes preparacdes e a repetitividade foi
expressa através do coeficiente de variacdo (RIBANI et al, 2004).

Como observado nas Tabelas 6 e 7, os valores do coeficiente de variagdo para a
precisdo das andlises de quercetina apresentaram-se valores que variaram entre 0,8 e 5,3% que
atendem aos critérios estabelecidos para reprodutibilidade do método (BRASIL, 2004).

Conforme a analise estatistica utilizando ANOVA, o valor de F calculado foi de 3,326
e 0 P de 0,3145. Assim, ndo houve variagéo significativa entre os dados, pois valor de p foi
acima de 0,05, e valores de F menores que os valores do F tabelado (5,05) quando n=6, dessa
forma, a dispersdo dos resultados para a analise dos extratos, ndo apresentaram diferenca

significativa entre os diferentes dias.

Tabela 6 - Resultados do teor de quercetina nos extratos hidroalcoolico de M. urundeuva nas
repeticdes intra-corrida.

Amostras Intra-dia
Area encontrada Conc. (ug/mL)
1 179685 29,50
2 183386 30,11
3 174269 28,61
4 173076 28,42
5 174906 28,72
6 174493 28,65
Média 176636 29,41
DP 4017,9 0,66
CV% 2,3 2,3

DP: Desvio padrdo. CV: Coeficiente de Variagdo.
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Tabela 7 - Coeficiente de varidncia em porcentagem inter-corridas dos Estudos por CLAE da

quercetina nos extratos hidroalcodlicos de M. urundeuva.

Inter-dias
Dias Meédias das areas + DP Conc. (ug/mL) CV %
01 178502 + 1441,9 29,3+0,24 0,8
02 176636 + 4018 29,4 + 0,66 2,3
03 180557 + 9540 298+1,6 5,3

DP: Desvio padrdo. CV: Coeficiente de Variagéo.

5.1.5 Exatidao

A tabela 8 mostra os resultados obtidos para a recuperacdo do padrdo quercetina
adicionado as amostras dos extratos. O parametro exatiddo avalia a proximidade dos
resultados médios obtidos em um determinado ensaio em relacéo ao valor verdadeiro, ou seja,
avalia a recuperacdo da substéncia analisada diante dos interferentes da matriz da amostra.
Foram considerados trés niveis: baixo (20%), médio (100%) e alto (180%) de adicdo de
guantidades conhecidas de quercetina SQR a partir da concentracdo obtida na precisdo
(Tabela 6 e 7).

Os resultados mostram adequabilidade do método em relacdo a exatiddo, pois 0s
valores médios de recuperacao foram compativeis com os valores admitidos (95,0 a 105,0%)
para a recuperacdo segundo a Resolucdo n°® 899 de 2003 da ANVISA (BRASIL, 2003).

Tabela 8 - Resultados para a recuperacdo do padrao de quercetina adicionado as amostras do
extrato hidroalcodlico de M. urundeuva.
Nivel (%) CT (ug/mL) CR (ng/mL) Rec. (%) CV (%)

20 34,9 34,4+0,5 98,4 2,1
100 57,3 575+1.3 100,7 2,8
180 80,5 78,2+0,9 97,1 2,67

CT: Concentracdo tedrica; CR: Concentracdo Real, DP: Desvio padrdo; Rec.: Recuperacéo;
CV: Coeficiente de Variagéo.
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5.1.6 Robustez

Os resultados do teste de robustez do método analitico para o extrato liquido de M.
urundeuva estdo dispostos na Tabela 9. De acordo com resultados, as alteragfes na
temperatura de forno, pH e fluxo do solvente ndo apresentaram variagdes significativas,
quando comparados a metodologia proposta (p > 0,05). Com intervalo de confianca de 95%,
referente aos valores médios obtidos 0 método pode ser considerado robusto em relacdo as

variaveis analisadas.

Tabela 9 - Dados para avaliacdo da robustez considerando altera¢fes da temperatura, fluxo da fase
movel e o pH para determinacéo do teor de quercetina em extratos hidroalco6licos de M. urundeuva
utilizando CLAE.

Concentracdo média  CV

Condicao Area média * p-value
pg/mL % %
38 187439 31,9 108,5
Temperatura
40 180717 29,8 101,4 39 0,35
42 180542 31,9 108,5
1,1 mL/min 180292 29,1 100,7
Fluxo 1,2 mL/min 180717 29,8 101,4 1,2 0,24
1,3 mL/min 166743 30,3 103,1
15 179825 30,6 104,1
pH 16 180717 29,8 1014 04 0,89
1,7 179935 29,9 101,7 '

“Valores estatisticamente diferentes para p-value < 0,05 (n = 21) Valores médios (n = 3 para cada condigao).

“CV% (Coeficiente médio de variagio).

5.1.7 Estabilidade

A tabela 10 apresenta as variagdes definidas pela estabilidade das amostras apds um
periodo de 24 h. Os dados de estabilidade mostram que até 24 horas houve estabilidade da
amostra mantida a temperatura ambiente, ndo comprometendo a eficiéncia do método. Os
calculos estatisticos realizados pela Anova (Analise de Varidncia) ndo demonstraram

diferencas significativas entre os resultados da amostra no tempo 0 e 24 horas.
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Tabela 10 - Avaliagdo da Estabilidade do extrato hidroalcodlico no periodo de 24 horas.

Tempo Concentragéo (ug/mL)+DP
CV% Valorde p”
Oh 29,4 £ 0,75 2,6%
0,67
24h 29,6 £ 0,82 2,8%

DP: Desvio padrdo; Rec.: Recuperacdo; CV: Coeficiente de Variacdo.*Valor de significancia de p<0,05

5.2 Obtengéo do Extrato seco de M. urundeuva por spray-dryer

5.2.1 Anélise do tamanho de particulas do material vegetal e Avaliacdo do sistema de

solventes para obtencéo do extrato hidroalcodlico

A analise granulométrica do material vegetal por tamisacdo demonstrou que a maior
parte das particulas ficou retidas na malha de 0,850 mm (Figura 8). De acordo com a
Farmacopeia brasileira (2010) o material vegetal se encontra na classe de po grosso, cujas
particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha de 1,70 mm e,
no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de 355 mm. A avaliacdo
granulométrica do material moido é uma etapa importante da padronizacdo, pois o tamanho
de particula pode influenciar a eficiéncia do processo extrativo, pois particulas finas
favorecem absorcdo do liquido extrator e aumentam a eficiéncia da extracdo e particulas de
alta granulometria ndo apresentam grande superficie de contato o que diminui a eficiéncia da
extracdo (SIMOES et al., 2007; PERTILE, 2007).



63

Figura 8 — Distribui¢do granulométrica das folhas coletadas, secas e moidas de M.

urundeuva.
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A quantificacdo do marcador quercetina nas andlises realizadas nos extratos de M.
urundeuva foi realizada utilizando método analitico por CLAE-DAD previamente validado,
como esté descrito na secdo 4.4 desse trabalho.

A Tabela 11 mostra os resultados da avaliagdo do sistema de extracdo relacionados a
proporcao de solventes (etanol:agua) utilizado na obtencdo do extrato hidroalcodlico de M.
urundeuva. O sistema de solvente que proporcionou a maior extracdo da quercetina foi o
sistema etanol em agua na proporcdo de 50% (v/v). Alguns trabalhos tém demonstrado que a
extracdo de flavonoides de diferentes matrizes vegetais tem sido eficiente na combinagéo de
etanol em &gua na propor¢do que varia de 50% a 70% (v/v) (COLOMBO, 2003; AGUIAR et
al., 2007; MACHADO, 2011; SOUZA-SARTORI et al., 2013).
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Tabela 11 - Avaliacdo do sistema de solventes na obtencdo do extrato hidroalco6lico de M.

urundeuva.
Proporcéao Massa da droga Vegetal/ )
i ) Quercetina (ug/mL) CV %
Etanol:Agua sistema de solvente
30% 200g/1000mL 43,7+1,0 2,3
50% 200g/1000mL 56,1+1,9 3,5
70% 200g/1000mL 371+13 4,3

Dados expressos como Média + DP (Desvio Padrao) (n= 3).

Para avaliar a influéncia do tamanho de particula na concentracdo da quercetina, foram
obtidos extratos liquidos com a droga vegetal obtida em sistema de tamis de malhas de 355,
250, 150 e 75 pm utilizando o sistema de solvente Etanol: Agua, 50% (v/v) (Tabela 12). Os
resultados mostraram que a reducdo do tamanho de particula da droga vegetal de M.
urundeuva resultou em extratos hidroalco6licos com maiores teores de quercetina, tendo em
vista que o aumento de superficie de particulas favoreceu seu contato com o liquido extrator e

a maior extracdo dos constituintes da planta.

Tabela 12 - Avaliacao da influéncia do tamanho de particula no processo de extracdo de M.

urundeuva.

Tamanho de Particula Massa droga vegetal/sistema Quercetina (ug/mL) CV %

(um) de solvente

355 200g/1000mL 229+0,7 3,1
250 200g/1000mL 225+0,5 2,3
140 200g/1000mL 388+15 3,9
75 200g/1000mL 72,6 +2,3 3,2

Dados expressos como Média £ DP (Desvio Padrdo) (n= 3). CV: Coeficiente de variacao.
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5.2.2 Avaliacdo dos Parametros de secagem por spray-dryer

A Tabela 13 apresenta os resultados referentes ao planejamento fatorial 2*** envolvendo
0s seguintes parametros de secagem: Propor¢do do CSD, Temperatura de entrada e Razdo do
fluxo de alimentacdo. As variagOes nos parametros de secagem utilizados corroboram com
valores encontrados na literatura para secagem de produtos vegetais (GALLO et al., 2011;
CORTES-ROJAS et al., 2015).

De acordo com os resultados, as variacdes nos parametros de secagem avaliados nao
resultaram em grandes alteracbes nos rendimentos e teores de quercetina nos produtos
nebulizados obtidos, de modo que qualquer uma dessas condic¢des poderia ser utilizada para

obtencdo de extratos secos de M. urundeuva.

Tabela 13 - Avaliacdo de Processo Extrativo em Funcdo dos Parametros de Secagem do

extrato M. urundeuva.

Parametros de Secagem

Rendimento Quercetina Ccv
Spray Dryer*
(%) * (Hg/mL)** (%)
(%CSD/Temperatura/Fluxo)

20% 160°C 8mL/min 37,94% 20,1 2,2
20% 160°C 4 mL/min 37,13% 19,8 0,8
20% 180°C 8 mL/min 41,16% 20,8 0,8
15% 170°C 6 mL/min 39,48% 21,4 53
10% 180°C 4 mL/min 40,87% 23,3 6,0
20% 180°C 4 mL/min 40,90% 20,8 4,6
10% 180°C 8 mL/min 39,06% 23,0 3,2
10% 160°C 4 mL/min 42,69% 23,2 2,5
10% 160°C 8 mL/min 44,51% 21,7 1,9

*Media do Rendimento do Extrato Nebulizado (N=3) ** Concentracdo media do extrato nebulizado ( N=3). As

concentragdes referem-se as médias de 3 experimentos para cada condigdo. CV: Coeficiente de variacéo.

Para avaliar o efeito dos fatores sobre o rendimento e a concentragdo de quercetina no
extrato seco de M. urundeuva, foram realizadas analises estatisticas por ANOVA e regressdo

linear multipla empregando a metodologia de superficie de resposta. Foi estabelecido como
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pardmetro significativo p<0,05 e negligenciados os que apresentaram nivel de significancia
p>0,05. O principal objetivo da aplicagdo da ANOVA ¢é comparar a variacdo das repostas
pelo planejamento com a variacdo devido aos erros randémicos inerentes a mensuracao dessas
respostas, a partir desta comparacéo, é possivel avaliar a significancia da regressao usada para
prever respostas, considerando a variabilidade experimental (BEZERRA et al., 2008;
SOUSA, 2014). Um sumario com os principais efeitos e seus valores de significancia esta
disposto na Tabela 14.

Os dados obtidos através da analise de planejamento fatorial foram determinados atraves
do modelo de superficie-resposta que é classificado como um método do tipo simultaneo, onde
as variaveis de interesse que realmente apresentam influéncias significativas na resposta sao
avaliadas ao mesmo tempo, além de possibilitar uma avaliacdo ampla de todos os efeitos

estimados.

Tabela 14 - Sumario dos efeitos das variaveis independentes e suas significancias (ANOVA)
sobre as respostas analisadas no planejamento fatorial de obtencao de extrato seco de M.

urundeuva por spray-dryer.

p-value
Variaveis independentes ] )
Rendimento Teor de quercetina
Temperatura 0,464907 0,000340
Fluxo 0,767776 0,006605
%CSD 0,367157 0,207443
Temperatura *Fluxo 0,470684 0,000285
Temperatura *%CSD 0,685150 0,000035
Fluxo*%CSD 0,301538 0,263401
Temperatura*Fluxo*%CSD 0,797260 0,010428

Como apresentado na Tabela 14, as variaveis independentes, temperatura de secagem,
fluxo de alimentacdo e propor¢do de CSD, ndo afetaram o rendimento do processo de maneira
significativa (p=>0,05). No entanto, a temperatura de secagem e o fluxo de alimentacdo
influenciaram significativamente & concentracdo da quercetina (p<0,05).

A analise da superficie de resposta dos dados de concentracdo da quercetina nos extratos

secos mostrou que a medida que a temperatura aumentou em associagéo com um aumento na taxa
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de alimentacdo do material de entrada, a concentracdo de quercetina também aumentou (Figura
9). Isto indicou que a uma temperatura de 180 °C e uma taxa de alimentacdo de 8 mL/min
resultou em um aumento na eficiéncia de secagem. Durante o processo de secagem de extratos
vegetais, 0 aumento da temperatura geralmente reduz a tensdo superficial e a viscosidade do
material de entrada, facilitando a formacdo de goticulas e resultando em produtos de maior
qualidade (SOARES, 2002; CORTES-ROJAS et al, 2015). O ajuste adequado da velocidade de
alimentacdo permite que as gotas evaporem antes de entrarem em contato com as paredes da
camara de secagem, impedindo a acumulacdo de material nas paredes da camara
(MASTERS,1985; RANKELL et al., 2001).

As interacBes secundarias também foram observadas entre os fatores temperatura de
entrada e proporcdo de CSD (p<0,05), o que pode ter ocorrido porque a variavel temperatura
apresentou alta significancia e a proporcdo de CSD, ao reagir, sofre o efeito desta variavel
tornando esta interacao significativa. 1sso também foi encontrado ao avaliar a interagdo terciaria
dos trés fatores que foram significativos (p<0,05), devido as varidveis significativas: temperatura

de secagem e fluxo de alimentacdo (CARDOSO, 2013).

Figura 9 - Gréfico de superficie de resposta da concentracdo de quercetina em funcéo da
temperatura (°C) e do fluxo de alimentagdo (mL/min).
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Os aumentos da temperatura e do fluxo de alimentacdo favoreceram o aumento da
concentragcdo de quercetina nos extratos secos, enquanto que a propor¢do de CSD ndo teve
influéncia significativa. Assim, o extrato seco de M. urundeuva Allemao obtido na condicédo
10% 180°C 8 mL/min, foi escolhido para a Co-validacdo do método analitico de identificacéo
e quantificacdo da quercetina nos extratos secos por CLAE-DAD, para as analises de
caracterizagdo térmica e estudos de compatibilidade das misturas binérias com excipientes
farmacéuticos por TG e DTA, para realizar os estudos de estabilidade acelerada e para a

avaliacdo da atividade anti-inflamatoria.

5.2.3 Doseamento da quercetina nos extratos secos padronizados de M. urundeuva.

O método apresentou-se especifico para a quantificacdo da quercetina nos extratos
Secos, uma vez que se observou a pureza do pico da quercetina comparando-se 0
cromatograma de varredura do extrato seco (Figura 10C) com o do padrdo (Figura 10B) com
tempos de retencdo 9,7 e 10,2 minutos, respectivamente. O sistema de solvente utilizado,
metanol e acido fosférico a 1% (47%:53%) (v/v) (Figura 10C) ndo apresentou pico no tempo
equivalente ao tempo de retencao da quercetina.

Os espectros DAD da quercetina e do extrato seco evidenciaram a pureza dos picos da
quercetina em 370 nm com um indice de pureza de pico de 0,99 (Figura 10C1), e em outros
comprimentos de onda (Figura 10C2), confirmando a capacidade do método de determinar a

quercetina na presenca de compostos da matriz vegetal.
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Figura 10 - Perfis Cromatograficos em 370 nm: da fase mdvel (Etanol:4gua pH 1.6) (A), do
padréo quercetina (B) e dos seus espectros DAD de pureza do pico da quercetina (B1, em 370
nm e B2 em outros comprimentos de onda) e da amostra do extrato seco de M. urundeuva (C)

e dos seus espectros DAD de pureza do pico da quercetina (C1, em 370 nm e C2, em outros

Intensidade (mAU)

Intensidade (mAU)

Intensidade (mAU)

14000 -

12000 ~

10000 ~

3000

6000 +

4000

2000 -

comprimentos de onda).

A -

| B1

183 104 185 166 167 08

Tempo (min)

14000 -

12000

10000 ~

8000

6000 -

4000 4

2000+

e o n g e T 05 mn
Tempo (min)

14000 -
130004
120004
11000+
10000
9000+
8000+
7000+
6000+
5000+
4000
3000+
2000+
1000 ~

04

Tempo (min)

/ Quercetina

15 20 25 30

[ o7 58 s 100 1.1 162 =

Tempo (min)

Tempo (min)

15 20 25 30 os

Fonte: Dados da Pesquisa




70

O intervalo de trabalho estabelecido na co-validagdo do extrato seco apresentou-se
dentro da faixa de concentracdo de 0,4 pg/mL a 7,6 pg/mL conforme foi apresentado na
Tabela 2. A equacdo de regressdo linear da curva média foi y = 56948x — 6354,1, onde y € a
area do pico da quercetina e x a sua concentracdo. A analise de regressdo linear demonstrou
um coeficiente de correlacdo R? = 0,9996 valor que comprova a linearidade do método de
acordo com os dados da metodologia validada para o extrato hidroalcodlico de M. urundeuva
Allemao na secéo 4.4 deste trabalho.

A precisdo intra-dia ou repetibilidade do método foi comprovada, uma vez que o
coeficiente de variacdo entre as seis replicatas do extrato seco foi de 3,7% (Tabela 15), portanto

menor que o valor preconizado de 5% (BRASIL, 2003).

Tabela 15 - Determinacao do teor de quercetina no extrato seco de M. urundeuva.

Amostra Area Pico Extrato reconstituido Extrato seco

Quercetina (ug/mL)  Quercetina (1g/g)

1 111488 17,0 283,12
2 104949 16,0 266,51
3 102213 15,6 259,56
4 101831 15,5 258,59
5 103076 15,7 261,76
6 101392 15,4 257,48
Media 104158 15,9 264,50
CV% 3,7 3,7 3,7

CV: Coeficiente de Variagéo.

5.3 Analise do comportamento térmico e de compatibilidade dos extratos secos com

excipientes farmacéuticos

5.3.1 Analise por TG da quercetina

A figura 11 mostra a curva TG da quercetina na faixa de temperatura de 25-900°C e

razdo de aquecimento de 10°C/min. O perfil termogravimétrico da quercetina apresentou trés

etapas de perda de massa. Na primeira etapa a perda de massa foi Am;= 9,2% (Tinicia =94,3
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°C e Tiinat = 122,2 °C) que correspondeu, a desidratacdo da substancia, ja que o composto era
na forma dihidratada. Na segunda etapa Am; = 23,2% (Tiniciat = 249,7 °C € Tiina = 369,7°C) €
na terceira etapa Amz = 62,1% (Tinicia=410,4°C e Tsna= 574,8°C) corresponderam as etapas
de decomposicao térmica da quercetina. Os resultados foram semelhantes aos relatados na
literatura (COSTA et al, 2002; SIMOES et al, 2013). Assim a curva TG indicou que a amostra
do padrédo é termicamente estavel até 249,7 °C, o que pode inferir que essa é a temperatura do
ar de secagem maxima que pode ser aplicada ao extrato liquido de M. urundeuva,
considerando apenas a estabilidade térmica da quercetina, pois essa substancia € um composto
polifendlico e possui reatividade com a matriz do extrato e sua estabilidade pode ser

influenciada também por outros parametros de secagem.

Figura 11 - Curva TG da quercetina Substancia Quimica de Referéncia.
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5.3.2 Andlise de TG e DTA do extrato seco de M. urundeuva

As curvas TG foram obtidas com objetivo de avaliar a estabilidade térmica,
composicao e os residuos dos extratos vegetais. A curva TG do extrato seco de M. urundeuva
Allemédo mostrou a ocorréncia de quatro eventos de perda de massa (Figura 12). O primeiro
ocorreu em uma faixa de temperatura de 41,8 a 103,1°C e a perda de massa foi de 2,9% que

correspondeu, provavelmente, a desidratagdo e perda de produtos volateis presentes na
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amostra vegetal. A curva DTA revelou a natureza endotérmica desse processo através de um
pico em 69,0°C (AH = 262,6 J/g). O segundo evento com perda de massa de 5,0% ocorreu em
uma faixa de temperatura entre 105,1 e 189,5°C, correspondendo a primeira etapa de
decomposicéo do extrato. A perda de massa mais significativa do extrato foi observada entre
193,5 e 267,0 °C, com perda de 29,7%. A curva DTA revelou a natureza endotérmica desse
evento através de um pico em 235,8 °C (AH = 568,5 J/g). Esse processo pode esta associados
a decomposicdo térmica de carboidratos e demais compostos organicos presentes na planta
(ARAUJO et al, 2006). Estudos fitoquimicos identificaram a presenca de carboidratos,
taninos, flavondides, mono e sesquiterpenos, triterpenos e esterdides, proantocianidinas
condensadas e leucoantocianidinas (MONTEIRO et al, 2005; SILVA, 2008) na espécie em
estudo.

A quarta etapa de degradacdo com perda de massa de 13,5% ocorreu entre 280,5 e
372,5°C. Corresponde, provavelmente, a degradacdo de compostos mais estaveis e o inicio da
formacdo de carboxilatos (COSTA et al, 2013; SAMPAIO et al, 2016). Foi observado um
residuo de 48,9 % que pode ser atribuido a massa do dioxido de silica coloidal, que comp&e
10% da amostra, e ao residuo carboxilato e ao teor de cinzas que corresponde aos sais

minerais presentes na amostra.

Figura 12 - Curvas TG e DTA do extrato seco de M. urundeuva.

150+

N --- DTA
50 =
< 100 g
L <
S <
2 =
S S0 1-100 &
J

_0—
| 150
0 200 400 600 800

Temperatura/ °C

Fonte: Dados da Pesquisa



73

5.3.3 Anadlise de TG e DTA das misturas fisicas dos extratos secos com excipientes

farmacéuticos

Estudos de pré-formulacdo durante o desenvolvimento de uma formulacdo incluem
estudos de compatibilidade entre droga e excipientes, tendo em vista que essas interagoes
podem afetar a natureza quimica da composicdo, as caracteristicas fisico-quimicas e
biofarmacéuticas da formulacdo e consequentemente sua seguranca e eficacia, assim esses
estudos contribuem para a selecdo de excipientes que aumentam a probabilidade do
desenvolvimento de uma formulacdo mais estavel (MOYANO et al., 2009; TITA et al.,
2011).

As curvas TG e DTA do ES de M. urundeuva Aleméo e da mistura fisica com a
Lactose sdo mostradas na Figura 13. A lactose é composta de particulas cristalinas brancas,
utilizado como adjuvante farmacotécnico por sua a¢do aglutinante e diluente na producéo de
comprimidos e cépsulas. A forma mais comum, comercialmente disponivel, é a alfa-lactose
monoidratada (KIBBE, 2000).

A curva DTA da lactose (Figura 13b) mostrou dois picos endotérmicos. O primeiro
pico esta relacionado ao processo de desidratacdo da LAC que ocorreu em 148,6 °C (AH =1,1
kJ/g) e também foi verificado na curva TG com uma perda de massa de 4,6% (Tonset = 141,1
°C e Tengset = 150,1°C) atribuida a lactose monohidratada que apresenta estequiometricamente
5% de agua (FIGURA, 1993). O segundo pico mostrou a fusdo da LAC em 219,2 (AH=566,4
J/g) e em seguida ocorreu o processo de decomposicdo térmica do excipiente confirmada pela
curva TG com duas etapas de perda de massa de 15,2% (Tonset = 236,5 °C € Tengset = 252,8°C)
e 31,2% (Tonset = 302,6 °C € Tengset = 314,5°C).

O comportamento térmico da mistura fisica do ES-LAC foi semelhante aos perfis das
amostras ES e LAC individuais (Figura 13). A curva DTA da mistura apresentou um evento
endotérmico entre 72,4 e 80,7°C (AH = 45,5 J/g) correspondente perda de agua e
componentes volateis da mistura como foi observado no ES e também na LAC. Foi observado
um pico endotérmico em 147,1°C (AH = 45,5 J/g) que foi verificado na curva TG com uma
perda de massa de 3,4% (Tonset = 136,2 °C € Tengset = 148,2°C). Outro pico endotérmico foi
observado em 210,1°C (AH = 694,2 J/g) correspondendo na curva TG a uma etapa de
decomposic¢éo térmica da mistura com uma perda de massa de 19,8% (Tonset = 205,4 °C e
Tengset = 225,2°C). Assim a mistura ES-LAC apresentou os eventos térmicos resultante do ES
e da LAC individuais, indicando que ndo houve aparente incompatibilidade entre a LAC e 0
ES.
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Figura 13 - Curvas TG e DTA do extrato seco de M. urundeuva (ES), da Lactose (LAC) e
mistura binaria 1:1, (ES+LAC).

(b)
100r
80r
60F B
<
o
40 =
. -100
20¢ B TN
Or -150r
-0 200 400 600 800 -0 200 400 600 800
Temperature/°C Temperature/°C

Fonte: Dados da Pesquisa

A celulose microcristalina apresenta-se como um po cristalino branco, muito utilizado
em formulagbes farmcéuticas solidas como diluente, agente ligante, agente suspensor,
lubrificante, desintegrante e adsorvente (KIBBE, 2000, MIHRANY AN et al, 2004). As curvas
TG e DTA do ES de M. urundeuva Alemao e da mistura fisica com a celulose microcristalina
PH-102 sdo mostradas na Figura 14. A curva DTA da celulose (Figura 14b) apresentou um
pico endotérmico largo em 54,6°C (AH = 618,3 J/g) que correspondeu a eliminacdo da agua
superficial do excipiente e um pico endotérmico correspondente a depolimerizacdo e
decomposicdo térmica da CEL em 343,4°C (AH = 3,99 kJ/g). A curva TG mostrou a perda de
agua da CEL com perda de massa de 2,8% (Tonset = 34,0°C, Tengset = 64,0°C) e 0 processo de
decomposicdo térmica da CEL em uma Unica etapa com perda de massa de 87,6% (Tonset =
324,8°C, Tengset = 355,3°C). Os resultados foram semelhantes aos relatados na literatura
(UESU et al, 2000; VERMA & GARG, 2005).

A curva DTA da mistura ES-CEL mostrou trés eventos endotérmicos equivalentes na
curva TG a trés etapas de perda de massa (Figura 14a). O primeiro evento ocorreu entre 40,2 e
95,1°C (AH = 327,5 J/g) e na curva TG apresentou perda de massa de 2,3% (Tonset = 48,5 °C e
Tengset = 79°C) correspondente a perda de agua e componentes volateis do ES como foi
observado no ES e também na CEL. O segundo pico ocorreu em 229,3°C (AH = 218,9 J/g) e
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na curva TG apresentou perda de massa de 16,6% (Tonset = 207,7°C € Tengset = 235,6°C)
correspondente a degradacdo do ES como foi observado. O terceiro pico ocorreu em 360,5°C
(AH = 1,1 kJ/g) e na curva TG apresentou perda de massa de 32,7% (Tonset = 339,1°C, Tendset
= 368,2°C) correspondente a degradacdo do excipiente CEL como foi observado. Assim, 0s
perfis térmicos das curvas TG e DTA da mistura ES-CEL podem ser considerados como uma
sobreposicao das curvas TG e DTA das amostras do ES e da CEL individuais evidenciando a

auséncia de incompatibilidade do extrato com esse excipiente.

Figura 14 - Curvas TG e DTA do extrato seco de M. urundeuva (ES), da Celulose (CEL) e
mistura binéria 1:1, (ES+CEL).
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O amido é um biopolimero semicristalino utilizado como agente aglutinante, diluente
e desintegrante em formas farmacéuticas solidas (PINTO et al, 2012). As curvas TG e DTA
do ES de M. urundeuva Alemdo e da mistura fisica do ES com o Amido sdo mostradas na
Figura 15. A curva DTA do AMD mostrou dois picos endotérmicos (Figura 15b). O primeiro
em 74,0°C (AH = 832 J/g) correspondeu a desidratagdo e gelatinizacdo do excipiente com
perda de massa na curva TG de 4,2% (Tonset = 52,2°C, Tendgset = 94,4°C) e 0 segundo em
320,1°C (AH = 3,99kJ/g) correspondente a eliminacdo de grupos de polihidroxilas
acompanhadas por despolimerizagdo e decomposi¢do do amido na curva TG com perda de
massa de 73,8% (Tonset = 301,7°C € Tengset = 329,2°C) (FORD & TIMMINS, 1989).
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N&o houve evidéncia de interagdo do ES com o AMD, uma vez que as curvas TG e
DTA da mistura podem ser consideradas uma sobreposi¢do das curvas do ES e do AMD
individuais (Figura 15). A curva DTA da mistura apresentou um pico endotérmico 72,2°C
(AH = 409,6 J/g) atribuidos a desidratacdo da amostra como ocorreu em ES e AMD e um pico
endotérmico em 226,5°C (AH = 265,4 J/g), correspondente a degradacdo do ES. Foi
observado ainda um evento endotérmico entre 271,6 e 327°C (AH=314,8 J/g) que corresponde
a degradacdo do AMD.

Figura 15 - Curvas TG e DTA do extrato seco de M. urundeuva (ES), do Amido (AMD) e
mistura binéria 1:1, (ES+AMD).
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Fonte: Dados da Pesquisa

As curvas TG e DTA do ES de M. urundeuva Alemao e da mistura fisica com a
Maltodextrina sdo mostradas na Figura 16. A curva DTA do excipiente MALT (Figura 16b)
mostrou o primeiro evento endotérmico entre 43,9 e 147,6 °C (AH = 1,1 kJ/g) e na curva TG
apresentou perda de massa de 4,6% (Tonset = 46,5°C € Tengset = 112,6°C) correspondendo a
perda de agua e processo de transicdo vitrea do excipiente (DESCAMPS et al 2009). O
segundo evento ocorreu entre 225,3 e 275,1°C (AH = 482,4 J/g) e na curva TG mostrou perda
de massa de 11,3% (Tonset = 247,2 °C € Tengset = 278,6°C) correspondente & dextrinizacdo do
excipiente MALT (FORD & TIMMINS, 1989; OSORIO et al, 2010; OSORIO et al, 2011). O

terceiro evento endotérmico mostrou um pico em 318,5°C (AH = 4,1 kJ/g) e na curva TG
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apresentou perda de massa de 37,5% (Tonset = 292,7°C, Tengset = 320,9°C) correspondente a
depolimerizacdo e decomposicdo do excipiente MALT. Foi observado ainda um evento
exotérmico entre 506,9 e 519,1 °C (AH = 3,3 kJ/g) podem esta relacionados aos produtos
gasosos como didxido de carbono e mondxido de carbono resultante dos processos finais de
degradacdo do MALT (FORD & TIMMINS, 1989).

Figura 16 - Curvas TG e DTA do extrato seco de M. urundeuva (ES), da Maltodextrina
(MALT) e mistura binéria 1:1, (ES+MALT).
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Fonte: Dados da Pesquisa

A curva de DTA da mistura do ES-MALT (Figura 16b) mostrou a ocorréncia de trés
eventos endotérmicos. O primeiro evento ocorreu entre 66,6 e 101,8°C (AH = 269 J/g)
correspondendo na curva TG a uma perda de massa de 4,8% (Tonset = 65,2°C € Tendset =
95,1°C). Esse evento esta relacionado a perda de produtos volateis e desidratacdo da mistura,
como foi observada na amostra do ES e também no excipiente. Os outros eventos
endotérmicos correspondem na curva TG a duas etapas de perda de massa da mistura, a
primeira de 15,6% (Tonset = 202,4°C € Tengset = 224,6°C) e a segunda de 36,3% (Tonset =
283,8°C e Tengset = 322,9°C), correspondendo a degradacdo do ES e da MALT que se
sobrepdem. Os picos mais intensos, endotérmico e exotérmico, que foram observados na
curva DTA da amostra de MALT ndo foram observados na mistura, indicando uma possivel
incompatibilidade térmica entre a MALT e o ES.
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5.4 Microscopia de Varredura Eletrénica (MEV)

A analise da morfologia das particulas dos extratos secos de M. urundeuva Aleméo foi
realizada por MEV e as imagens sdo apresentadas na Figura 17. Pode-se observar que as
particulas apresentaram formas esféricas, com tamanhos irregulares e superficies rugosas.

A anélise das imagens do MEV das misturas fisicas mostrou que as particulas do
extrato seco mantiveram sua morfologia esférica e apareceram uniformemente dispersas nas
particulas dos excipientes lactose monohidratada, amido pré-gelatinizado, celulose
microcristalina e maltodextrina (Figura 18).

Figura 17 — Imagens por MEV do extrato seco de M. urundeuva obtido por spray-
dryer em (a) 500x, (b) 1000x e (c) 2500x.
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Figura 18 - Imagens por MEV em 1000x das misturas fisicas 1:1 m/m dos extratos
secos de M. urundeuva com excipientes farmacéuticos: (a) Lactose, (b) Celulose, (c) Amido e
(d) Maltodextrina.

Fonte: Dados da Pesquisa
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5.5 Estudos de Estabilidade Acelerada

5.5.1 Estudo de Estabilidade Acelerada dos Extratos secos de M. urundeuva

Um estudo de estabilidade acelerado foi realizado para melhor caracterizar o extrato
seco de M. urundeuva e monitorar o marcador quercetina por um maior periodo de tempo. A
estabilidade dos produtos farmacéuticos é essencial para avaliar a manutencdo da qualidade e
eficacia dos produtos durante o periodo e as condi¢Ges de armazenamento, especialmente de
produtos vegetais que sdo mais suscetiveis a alteraces fisicas, quimicas e microbioldgicas.

A escolha do biomarcador adequado para avaliar a estabilidade de produtos naturais €
fundamental para a garantia da qualidade desses produtos durante seu armazenamento.
Cortés-Rojas et al (2016) avaliaram a estabilidade de extratos secos de Bidens pilosa L. por
12 meses monitorando dois flavondides, rutina e hiperésido e um poliacetileno, demonstrando
a influencia das condicbes de armazenamento na degradacdo desses compostos. Outro estudo
demonstrou a diminuicdo de compostos fenolicos em extratos secos de Myrica rubra Sieb. et
Zucc em um periodo de 6 meses quando armazenados a 40°C (FANG et al., 2011).

A figura 19 mostra as concentracfes de quercetina em amostras de extratos
armazenadas a uma temperatura de 40°C (+ 2°C) durante o periodo do teste de estabilidade de
6 meses. Houve um aumento no valor da concentracdo de quercetina apés 3 meses (69,2
pg/mL) em comparagdo com a concentragdo inicial (51,5 pg/mL), e depois a concentracao
permaneceu estavel (67,4 pg/mL) ap6s 6 meses. Isso pode ter ocorrido devido a evaporagao
de componentes volateis presentes no extrato e perda de umidade resultando em aumento da
concentragdo de quercetina (FLORENCE & ATTWOOD, 2006). Assim, este estudo indicou
gue o processo de secagem por spray-dryer resultou em extratos secos estaveis em relacao a
preservacdo de seus constituintes quimicos e a quercetina apresentou caracteristicas fisicas e
quimicas estaveis, mostrando ser um biomarcador adequado para 0 monitoramento dos

processos estudados.
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Figura 19 — Concentragdo de quercetina no extrato seco de M. urundeuva durante o
estudo de estabilidade acelerada (n = 3/grupo).
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5.5.2 Estudo de Estabilidade Acelerada das misturas fisicas dos extratos secos com

excipientes farmacéuticos

O desenvolvimento e a producdo de fitoterapicos nas formas farmacéuticas sélidas sao
complexos e inclui a avaliacdo de excipientes de modo a obter um produto dentro das
especificacbes de qualidade, eficacia e seguranca requeridos. Os extratos secos vegetais,
geralmente, apresentam problemas tecnoldgicos quanto ao fluxo de po, uniformidade de
conteudo, higroscopicidade, e requerem o uso de excipientes e processos para a formulacéo de
produtos adequados para o uso industrial (PALMA et al., 2002; ALVES et al., 2011; KLEIN
et al., 2013). No estudo de estabilidade a concentracdo de quercetina foi monitorada para
avaliar a estabilidade de misturas contendo extratos secos de M. urundeuva com 0s seguintes
excipientes: Lactose monohidratada, Celulose microcristalina PH102, Amido pré-gelatinizado
e Maltodextrina DE20. A Tabela 16 apresenta as concentracGes de quercetina em amostras
das misturas fisicas dos extratos com os excipientes farmacéuticos armazenados a uma
temperatura de 40°C (£ 2°C) durante o periodo de 6 meses.

As concentracbe de quercetina na mistura com a lactose (ES+LAC), celulose
(ES+CEL) e maltodextrina (ES+MALT) no tempo de 3 meses mantiveram-se estaveis,
considerando o desvio padrdo, e no tempo de 6 meses ocorreu aumento nas concentracdes da

quercetina nas misturas, semelhante ao que foi observado no extrato seco (Figura 16).
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Possivelmente, ocorreu evaporacdo de agua e componentes volateis presentes no extrato
vegetal resultando em aumento na concentracdo da quercetina que é termicamente estavel na
temperatura do estudo (40°C £ 2°C) (FLORENCE & ATTWOOD, 2006).

Na mistura com o amido (ES+AMD), no tempo de 3 meses, foi observada uma
diminuicdo na concentragdo quercetina e no tempo de 6 meses, o valor foi semelhante a
concentracdo inicial (TO). Essa variacdo pode ter ocorrido devido a mudangas nas
caracteristicas fisicas do amido influenciando a extracdo dos componentes do extrato seco.
Considerando a temperatura e o tempo do estudo, o amido pode ter absorvido os constituintes
do ES dificultando sua extragédo, assim, diminuiu o valor da concentracdo da quercetina (3
meses), em um periodo de tempo maior (6 meses), 0 amido pode ter perdido &dgua e alterado
sua propriedade de absorcdo, liberando os constituintes do ES, e dessa forma, o valor de
concentracdo da quercetina foi semelhante a concentracédo inicial (Tabela 16) (BOURSIER,
1994; LENAERTS et al., 1998; CEREDA, 2002).

Tabela 16 — Concentracdo de quercetina nas misturas binarias 1:1 (m/m) Extrato

seco:Excipientes (n=9).

Mistura Fisica Quercetina (ng/mL)
TO T (3 meses) T (6 meses)
ES+LAC 50,3+15 50,2+1,4 59,8+1,6
ES+CEL 50,2 + 2,6 519+272 59,6 +2,1
ES+MALT 453+ 2,6 445+19 55,3+1,7
ES+AMD 50,6 +1,3 42,7+1,6 50,3+1,9

Dados expressos como Média £ DP (Desvio Padrao) (n=9). Extrato Seco (ES), Lactose (LAC),
celulose (CEL), amido (AMD) e maltodextrina (MALT).

5.6 Atividade Anti-inflamatoria dos extratos secos de M. urundeuva.

A Tabela 17 mostra os resultados da atividade anti-inflamatoria do extrato seco de M.
urundeuva (ESMU) administrado por via oral em camundongos. As inibi¢cGes dos edemas de
pata foram significativamente diferentes entre os grupos de diclofenaco de sddio e os grupos
aos quais foram administradas duas dosagens dos extratos (p<0,05). A uma dose de 500

mg/kg, observou-se a maior percentagem de inibicdo de edema 2 h ap6s a administracdo da
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carragenina, enquanto que a maior percentagem de inibigcdo de edema foi observada em uma
hora para uma dose de 2000 mg/kg.

A Carragenina ¢ um agente inflamatorio que desencadeia o processo inflamatorio e,
portanto, a formacdo de edema através da liberacdo de histamina, serotonina, bradicinina e
prostaglandinas (DI ROSA et al., 1971; SOUSA et al.,, 2007, BABU & KARKI, 2011).
Assim, é possivel que os compostos presentes no extrato de M. urundeuva interfiram com o
processo inflamatdério mediado por essas substancias. Varios estudos tém demonstrado a
atividade anti-inflamatoria de extratos de M. urundeuva (BANDEIRA et al., 1994; VIANA et
al., 1997; VIANA et al., 2003; SOUZA et al., 2007). Este estudo mostrou que o processo de
secagem por spray-dryer manteve os constituintes quimicos dos extratos responsaveis pelas

atividades anti-inflamatorias da planta.

Tabela 17 - Efeito de extratos secos de M. urundeuva no edema da pata induzido por

carragenina em camundongos.

Tempo (h) Diferenca entre as patas direita e esquerda (mm) Inibigéo (%)
CG 1% DICLO ES 500 ES 2000 DICLO ESMU ESMU
0 10mg/kg mg/kg mg/kg 10mg/kg 500 mg/kg 2000 mg/kg

0 0,1+0,2 0,0+0,1 0,0+0,1 0,0+0,1 - - -

1 1,4+0,2  0,8+0,4*** (0,8+0,2*** 0,4+0,4*** 46,4 49,0 69,0
2 1,6+0,3 0,7+0,2***  0,7+0,3**  1,2+0,5%** 59,8 60,2 26,8
3 1,2+0,3 0,6+0,2**  0,6+0,3*** 1,0+0,3*** 53,4 37,8 20,5
4 1,4+0,3 0,6+0,2**  0,6+0,3*** 1,1+0,3*** 59,3 43,9 16,0

Os valores representam a média da diferenca da medida da pata + desvio padrdo (n = 6 / grupo). Estatisticamente
diferente do grupo controle, ** p<0,01, *** P <0,001 (ANOVA seguida pelo teste Student Newman-Keuls).
ESMU: Extrato seco de M. urundeuva, DICLO: diclofenaco de sédio, CG: carragenina.
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6. CONCLUSOES

O método analitico desenvolvido para a identificacdo e quantificacdo da quercetina
por CLAE no extrato hidroalcodlico das folhas de M. urundeuva foi eficiente ao fim ao qual
se destinou, cumprindo, satisfatoriamente, com os pardmetros de seletividade, linearidade,
precisdo, exatiddo e robustez exigidos pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2003). O método
de doseamento da quercetina nos extratos secos de M. urundeuva cumpriu, satisfatoriamente,
0s parametros de seletividade, linearidade e precisdo da co-validacdo exigidos (BRASIL,
2003). Assim, 0 método mostrou-se como uma importante ferramenta para o controle de
qualidade dos derivados vegetais e produtos tecnoldgicos intermediérios obtidos a partir M.
urundeuva durante o processo de desenvolvimento de um fitoterapico.

A técnica de secagem por spray-dryer mostrou-se adequada na obtencdo de extratos secos
de M. urundeuva e as variagdes nas condi¢Oes de secagem: proporcdo do adjuvante de
secagem, CSD (10, 15 e 20%), temperatura de entrada (160, 170 e 180 °C) e razdo do fluxo de
alimentacdo (4, 6 e 8 mL/min) apresentaram pequenas variacdes nos rendimentos e teores de
quercetina nos po6s obtidos. Estatisticamente, o estudo encontrou uma contribui¢do positiva
para a temperatura de entrada e a taxa de alimentacdo sobre a concentracdo de quercetina nas
respostas analisadas, de modo que uma proporcdo de 10% de CSD, uma temperatura de
entrada de 180 °C e uma taxa de alimentac¢do de 8 mL/min foi considerada a condi¢cdo mais
adequada para a obtencgdo dos extratos secos de M. urundeuva.

As analises por TG do extrato seco de M. urundeuva apresentou um perfil térmico
com quatro etapas de perda de massa. Os estudos de TG e DTA das misturas binarias nédo
evidenciaram incompatibilidade térmica ndo evidenciaram interacGes entre o extrato seco de
M. urundeuva e a Lactose monohidratada, a Celulose microcristalina e o amido pré-
gelatinizado, indicando o uso desses excipientes no desenvolvimento de possiveis formas
farmacéuticas solidas a partir dos extratos secos da planta. Ja as curvas de DTA indicaram
uma possivel interacdo entre o extrato seco e a maltodextrina.

Assim a caracterizagdo dos extratos secos de M. urundeuva Aleméo por TG e DTA
forneceram dados importantes que podem ser utilizados como pardmetro de controle de
qualidade e como ferramenta para selecdo de excipientes em estudos de pré-formulagéo de
produtos que utilizem essa matéria prima vegetal.

Os extratos secos apresentaram atividade anti-inflamatdria e os estudos de estabilidade
acelerada indicaram que o processo de secagem por spray-dryer resultou em extratos secos

com constituintes quimicos estaveis. Além disso, o biomarcador quercetina manteve-se



86

estavel durante o processo de secagem sendo adequado para a monitorizagdo e controle de
qualidade de extratos de M. urundeuva no desenvolvimento de fitoterapicos utilizando extratos
secos desta planta.
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ABSTRACT

Objective: This study aimed to obtain standardised dry extracts of Miracrodruon urundeuva Allemio using spray-dryer and evaluate the stability of

the extracts. 2

Methods: It evaluated the drying parameters: Proportion of colloidal silicon dioxide (CSD) (10, 15 and 20%), inlet temperature (160, 170 and 180
°C) and feed rate (4, 6 and 8 ml/min). The study of the accelerated stability of dry extract occurred in temperature of 40 °C (+2 °C) and relative
humidity of 75% (+5%) for 6 mo. The anti-inflammatory activity of the dry extract was evaluated in Swiss mice by the paw edema method.

Results: Variations in drying conditions did not represent significant variations in yields of the process. The drying temperature and feed rate
significantly influenced the concentration of quercetin (p<0.05). The increase in inlet temperature and feed flow promoted the increase of quercetin
concentration in the extracts. The stability study showed that the concentration of quercetin in dry extract was stable over a period of 6 mo. The dry

extract showed anti-inflammatory activity in mice orally.

Conclusion: A condition of 10% of colloidal silicon dioxide with an 180 °C inlet temperature and a feed rate of 8 ml/min was considered the most

adequate for obtaining the extracts and the drying process resulted in sta!

the process.

ble dry extracts and the quercetin was a suitable biomarker for monitoring
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INTRODUCTION

The Miracrodruon urundeuva Alleméo is an arboreal species of the
Anacardiaceae family, which is native to Brazil but also found in
Mexico, Argentina, Bolivia and Paraguay, that is used in folk
medicine for its medicinal properties [1]. Studies using extracts from
different parts of this plant have shown anti-ulcer activity [2-4], anti-
inflammatory and wound healing properties [4, 5], antibacterial and
antifungal properties [6], neuroprotective qualities [7] and
cytotoxicity in cancer cells [8].

The study of an ethanolic extract of leaves of M. urundeuva showed a
higher incidence of secondary metabolites in the species than those
derived from phenolic acids [9]. Phytochemical studies of the stem
and leaf showed the presence of tannins, flavonoids, mono and
sesquiterpenes, triterpenes and steroids, condensed proantho-
cyanidins and leucoanthocyanidins and sugars [10, 11].

Quercetin is a flavonoid identified in M. urundeuva known to express
pharmacological activity as an antioxidant, anti-inflammatory and
antimicrobial, among others [12-16]. Thermoanalytical studies
indicate that this compound is stable up to 315 °C when it starts the
process of decomposition [17].

The development of standardised plant derivatives with defined
chemical, physical, and technological characteristics is fundamental
in the herbal industry and results in obtaining pharmaceutical forms
with assured quality to ensure reproducibility in the preparation of a
medicinal product and its therapeutic efficacy [18].

The use of dry extracts in the production of herbal medicines has
been employed due to their greater chemical stability;
physiochemical and microbiological characteristics; higher
concentrations of active compounds; ease of patterning and

pen access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4. 0/)

handling; and greater processing capacity in different

pharmaceutical formulations than liquid extracts 19, 20].

Among the techniques successfully employed in the preparation of
dry plant extracts is the nebulization by spray drying, which
produces powders with defined characteristics, such as shape and
particle size, and the rapid evaporation of the solvent reduces the
process time and risk of changes of thermolabile products [21-24].

This study aimed to obtain standardised dry extracts of Miracrodruon
urundeuva Allemio using spray drying and to evaluate the stability
and anti-inflammatory activity of the dry extracts obtained.

MATERIALS AND METHODS
Plant material and chemicals

This study used leaves of Myracrodruon urundeuva Allemio
(Anacardeaceae) collected from farms in Cacimbas and Caratbas in
the state of Paraiba, Brazil. Entire plants were collected during the
flowering stage. A representative sample of this species is deposited in
the Lauro Pires Xavier Herbarium of the Federal University of Paraiba
(Registration no. NC240) and botanical identification was carried out by
Professor Alecksandra Vieira Lacerda of the Federal University of
Campina Grande. The plant material was dried at 50+2 °C for 96 h in a
circulating air oven, reduced to a powder in a mechanical mill, and stored
in sealed plastic bag. The hydroethanolic extract of the plant was
obtained by the maceration at 25 °C of 2 kg of powdered leaves in 101 of
ethanol /water solution 50% (v/v) for 120 h.

HPLC grade solvents were purchased from Tedia Co. (Phoenix, AZ-
USA). The standard employed in the analyses was quercetin
dehydrate CAS-117-39-5 (97% pure) that had been acquired by
Merck, Brazil. The colloidal silicon dioxide (Henrifarma, Brazil) was
used as a drying agent. Carrageenan (Sigma-Aldrich, Brazil) and
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diclofenac sodium (Novartis, Brazil) were used in the study of the
anti-inflammatory activity.

Spray-drying

The spray-drying process was performed in a laboratory-scale
model SD-05 (Lab-Plant, Hudders field, UK). The atomiser double
pneumatic fluid nozzle with 1.2 mm opening hole operated with an
airflow rate of 62 m3/h and a 2.0 bar of pressure. A 2%+factorial
experimental design was used to assess the effect of spray-drying
operating variables on yield and quercetin concentration on the

Int] Pharm Pharm Sci, Vol 9, Issue 2, 154-159

drier extract. Three factors at two levels were considered: (A) drying
air inlet temperature (160, 170 and 180 °C), (B) the flow rate of the
drying composition fed to the spray drying (4, 6 and 8 ml/min) and
(€) the proportion of colloidal silicon dioxide (CSD) (10, 15 and
20%). Table 1 summarises the levels of operating variables.

The silicon dioxide was selected for the study because it is an
adjuvant with a high surface area and thermal stability, it is a safe
excipient when used in pharmaceuticals for oral and topical use, and
it is widely used as a technological adjuvant in the drying of
vegetable extracts by spray drying [25].

Table 1: Experimental matrix according to 23+ factorial design and studied resp T:inlet temperature, F: feed rate, CSD: proportion
of colloidal silicon dioxide

Run A B C T (°C) F (ml/min) CSD (%)

1 i -1 il 180 4 20

2 1 1 1 180 8 20

3 1 -1 -1 180 4 10

4 =1 1 <1 160 8 10

5 <1 1 1 160 8 20

6 1 1 =1 180 8 10

7 -1 -1 -1 160 4 10

8 =1 -1 1 160 4 20

9 0 0 0 170 6 15

T:inlet temperature, F: feed rate, CSD: proportion of colloidal silicon dioxide.

Run A B C T (°C) F (ml/min) P (%)

1 1 -1 1 180 4 20

2 1l 1 1 180 8 20

3 X -1 =1 180 4 10

4 =1 1 1 160 8 10

) =1 1 1 160 8 20

6 3 1 -1 180 8 10

7 -1 -1 i € 160 4 10

8 7l =1 1 160 4 20

9 0 0 0 170 6 15

T: inlet temperature, F: feed rate, P: the proportion of CSD®,

Quercetin content

The quercetin content was quantified by High-performance liquid
chromatography (HPLC) according to the method previously
validated. A calibration curve relating the peak area with quercetin
concentration was built using linear regression analysis. The fitted
equation (y = 56948x-6354) was linear over the range of 0.4 to 7.6
pg/ml presenting a R?>0.999. Parameters of validation such as
selectivity, linearity, detection and quantification limits (LOD and
LOQ, respectively) and precision or relative standard deviation
(RSD) were established [26, 27]. The LOD and LOQ were evaluated on
the basis of the noise obtained with analysis of non-spiked blank
samples for quercetin (n = 3). LOD and LOQ were defined as the
concentration of the analytic that produced a signal-to-noise ratio of 3
and 10, respectively [26]. For the total quercetin, the LOD and LOQ
were estimated by the slope and mean standard deviation of quercetin
concentrations used in the standard curve [27]. The LOD for the
quercetin was 0.18 pg/ml, while LOQ was 0.56 pg/ml. Results of six
parallel experiments indicated that precision or RSD were all<5%.

HPLC analyses were conducted in a Shimadzu liquid chromate-
graphy (Shimadzu, Kyoto, Japan) coupled with a photo diode array
detector (PD-M20Avp Shimadzu), equipped with a Phenomenex
(Torrance, California, USA) Luna C18 chromatographic column (4.6
mmx250 mm; 5 um) operating at room temperature (40 °C). The
mobile phase used was methanol/phosphoric acid 1% (47:53) (v/v)
at a flow rate of 1.2 ml/min (isocratic flow), injection volume of 20
l, a monitoring wavelength of 370 nm, and analysis time of 30 min.
The experiments were conducted in triplicate. Data analyses were
conducted in the Class-VP version 6.14 SP1 Shimadzu software.

Samples of 300 mg of dried extracts were dissolved in 5.0 ml of 1:1
(v/v) ethanol: water, and stirred with a magnetic stirrer for 10 min.
Then 1 ml of hexane was added to a 1 ml sample of extract and

centrifuged for 10 min. The hexane phase was ruled out and 500 !
of the resulting extract was added to 9 ml of dichloromethane and
centrifuged for 10 min. Finally, 4 ml of this phase was evaporated
and reconstituted in 2 ml of methanol and filtered before injection
into the HPLC.

Determination of the drying process yield

Process yield (PY, % w/w), or powder recovery, was calculated
immediately after the drying experiments based on the ratio of the
powder mass (dry basis) collected in the flask (W) to the portion of
the extract feed mass (WE) that was equivalent to the solid content
of CSD added by Equation (1).

PY (%) = “%’) 100 ...... (1)

Statistical analysis

The data were analyzed with the aid of the Statistic 7.0 software
program (Statsoft Inc,, Tulsa, OK, EUA). The results were expressed
as mean+SD and coefficient of variation. The means were compared
using ANOVA associated with response surface methodology.
Statistical significance was established through a p-value, of which
values lower than 0.05 indicate that the factor impact is significant
with at least 95% confidence [28].

Accelerated stability study

The stability testing of the dry extract of M. urundeuva obtained in
the best drying condition was conducted under a temperature of 40
°C (%2 °C),a relative humidity of 75% (+5%), and controlled by a
Tecnal, B. 0. D. TE-371 climate chamber (Jodo Pessoa, Brazil) for 6
mo (29). Nine samples with approximately 3g of dried product were
placed in hermetic PVC-Aluminum sachets. Quercetin analyses in
three samples of the extract were performed at 0, 3 and 6 mo.
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Anti-inflammatory activity

The anti-inflammatory activity of the dry extract of M. urundeuva
(ES) obtained in the best drying condition was assessed in male
Swiss mice (32+5g) using the carrageenan-induced paw edema
model [30]. Paw edema was induced by injecting 0.1 ml of 1% (w/v)
carrageenan suspended in either saline into sub-plantar tissues of
the left hind paw of each mouse. Mice were divided into four groups,
each consisting of six animals that received orally the ES dissolved in
water by gavage at doses equivalent to 500 mg/kg and 2000 mg/kg
of the dried vegetable drugs carefully adjusted to the quantity of dry
extract, either saline and diclofenac sodium (10 mg/kg) as standard
reference. After one hour, a volume of 0.1 ml of carrageenan (1%
w/v) was applied in the subplantar region of the right hind paw of
the animals to induce edema. The paw thickness was measured
before injecting the carrageenan and after 1, 2, 3, and 4h using
vernier caliper. This project was approved by the Ethics Committee
on Animal Research of the Federal University of Paraiba (UFPB)

Int ] Pharm Pharm Sci, Vol 9, Issue 2, 154-159

(Protocol No. 0207/10) and all the animals used were from the
Vivarium of the Center for Biotechnology of the UFPB. The anti-
inflammatory activity was calculated as the percentage inhibition of
the edema in the animals treated with extract under test in
comparison to the carrageenan control group using Equation (2).

PY (%) =21.100. ....(2)

Where Ttis the paw thickness of mice given the test extract at a
corresponding time and Tois the paw thickness of mice of the
control group at the same time.

RESULTS
Evaluation of the drying parameters

Table 2 shows the results of the 231 factorial experimental design
that involved the following variables: the drying air inlet
temperature, the flow rate of the drying composition fed to the spray
drying, and the proportion of CSD.

Table 2: Evaluation of the drying parameters in dry extracts of M. urundeuva obtained by spray drier

Drying parameters (CSD/inlet temperature/feed rate) Process yield (%)* Quercetin (pg/ml)*
20% 160 °C 8 ml/min 37.9+0.06 20.1+0.4
20% 160 °C 4 ml/min 37.1+0.04 19.8+0.2
20% 180 °C 8 ml/min 41.2+0.06 20.8+0.2
15% 170 °C 6 ml/min 39.5+0.08 21.4+1.1
10% 180 °C 4 ml/min 40.9+0.03 233+1.4
20% 180 °C 4 ml/min 40.9+0.04 20.8+1.0
10% 180 °C 8 ml/min 39.1+0.07 23.0+0.7
10% 160 °C 4 ml/min 42.7+0.06 23.2+0.5
10% 160 °C 8 ml/min 44.5+0.06 21.7+0.4

* Values represent the meantStandard deviation (n = 3/group). CSD: proportion of colloidal silicon dioxide.

Statistical analyses were performed by ANOVA and multiple linear
regression using the response surface methodology to evaluate the
effect of the factors on the process yield and concentration of
quercetin in dry extracts of M. urundeuva. A significance value of
p<0.05 was established and values lower than this were ignored. A
summary of the main effects and their significance values are
provided in table 3.

Fig. 1 shows the response surface of quercetin concentration in the
dried extract of M. urundeuva as a function of the extract feed rate
and inlet temperature, which are important factors in the drying
process that directly influence product characteristics.

Assessing the degree of influence of these factors can help achieve
greater efficiency in the drying process.

Table 3: Summary of significance (ANOVA) of the effect of the independent variables on the responses analysed in factorial design when

obtaining dry extracts
Independent variables P-value
Process yield Quercetin content

Inlet Temperature 0.464907 0.000340
Feed rate 0.767776 0.006605
CSD 0367157 0.207443
Inlet Temperature*Flow rate 0.470684 0.000285
Inlet Temperature*CSD 0.685150 0.000035
Feed rate*CSD 0.301538 0.263401
Inlet Temperature*Feed rate*CSD 0.797260 0.010428

CSD: proportion of colloidal silicon dioxide.

i
2 “ames
2

Fig. 1: Response surface of quercetin concentration in M.
urundeuva dried extract as a function of the extract feed rate
and inlet temperature

Quercetin (pg/ml)

T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7
Storage time (months)

Fig. 2: Concentration of quercetin in spray dried extract stored
during the stability test (n = 3/group)
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Anti-inflammatory activity

Fig. 2 shows the concentrations of quercetin in extract samples
stored at 40 °C (2 °C) and 75% (£5%) during the stability testing
period of 6 mo.

Table 4 shows the results of the anti-inflammatory effect of the dry
extract of M. urundeuva (DEMU) administered by oral route in mice
evaluated by the method of paw edema induced by carrageenan.

Table 4: Effect of dry extracts of M. urundeuva in the paw edema induced by carrageenan in mice

Time (h) Difference between the right and left paws (mm) Inhibition (%)
CG1%  DICLO 10 mg/kg ES500 mg/kg  ES 2000 mg/kg DICLO 10 mg/kg DEMU DEMU
500 mg/kg 2000 mg/kg

0 0.1+0.2 0.0+0.1 0.0+0.1 0.0+0.1 = = =

5 1.4+0.2 0.8+0.4*** 0.8+0.2*** 0.4+0.4*** 46.4 49.0 69.0

2 1.6+0.3  0.7+0.2%** 0.7+0.3** 1.2+0.5%** 59.8 60.2 268

3 1.2+03  0.6+0.2** 0.6+0.3%** 1003+ 53.4 37.8 20.5

4 1.4+0.3 0.6+0.2** 0.6+0.3*** 1.1+0.3%%* 59.3 43.9 16.0

Values represent the mean of difference of paw measurexStandard deviation (n = 6/group). Statistically different from the control group, ** p<0.01,
***P<0.001 (ANOVA followed by Student Newman-Keuls test). DEMU: Dry extract of M. urundeuva, DICLO: Diclofenac sodium, CG: carrageenan.

DISCUSSION
Evaluation of the drying parameters

According to table 2, the results of the 231 factorial experimental
design involving the variables drying air inlet temperature, flow rate
of the drying composition fed to the spray drying, and the
proportion of CSD showed that variations in these drying
parameters did not result in major changes in process yield or the
quercetin levels in dry extracts, but evaluating the effect and
significance of these factors on the process yield and concentration
of quercetin, statistical analyses were performed by ANOVA and
multiple linear regression using the response surface methodology.

As shown in table 3, the independent variables (drying temperature,
feed rate and proportion of CSD) did not significantly affect the
process yield (p>0.05). However, the drying temperature and feed
rate significantly influenced the concentration of quercetin (p<0.05).
The analysis of the response surface of the quercetin concentration
data in dry extracts showed that as the temperature was increased
in association with an increase in the feed rate of input material, the
concentration of quercetin also increased (fig. 1).

This indicated that at a temperature of 180 °C and a feed rate of 8
ml/min resulted in an increase in drying efficiency. During the
process of drying plant extracts, the increase in temperature
generally reduces the surface tension and viscosity of the input
material, facilitating the formation of droplets and resulting in
higher quality products [31, 32]. Proper adjustment of the feed
speed enables the droplets to evaporate before they come into
contact with the walls of the drying chamber, preventing the
accumulation of material on the chamber walls [33, 34]. Secondary
interactions were also observed between the inlet temperature and
the CSD (90.05), which may have occurred because the
temperature variable displayed high significance and the proportion
of CSD reacted, making this interaction significant. This was also
found upon evaluating the tertiary interaction of the three factors
that were significant (p=0.05) due to the significant variables drying
temperature and feed rate [35].

The increase of temperature and feed rate favored the concentration
of quercetin in dry extracts, while the proportion of CSD had no
significant influence, so the extract obtained with a 10% proportion
of CSD, 180 °C inlet temperature and 8 ml/min feed rate was chosen
to perform the accelerated stability study and evaluation of anti-
inflammatory activity.

Accelerated stability study

An accelerated stability study was performed to better characterise
the dry extract of M. urundeuva and monitor quercetin markers for a
longer period of time. The stability of pharmaceutical products is
essential for assessing the maintenance of quality and efficiency of
products during the period and conditions storage, especially of
plant products that are more susceptible to physical, chemical and
microbiological changes.

Fig. 2 showed the concentrations of quercetin in extract samples
stored at 40 °C (£2 °C) and 75% (+5%) during the stability testing
period of 6 mo. There was an increase in the value of the
concentration of quercetin after 3 mo (69.2 pg/ml) compared to the
initial concentration (51.5 pg/ml), though this remained stable (67.4
pg/ml) after 6 mo. This may have occurred due to the evaporation of
volatile components present in the extract and moisture loss
resulting in increased concentration of quercetin [36].

Thus this study indicated that the drying process by spray dryer
resulted in stable extracts dried relative to the preservation of their
chemical constituents and the quercetin showed stable physical and
chemical characteristics, making it a suitable biomarker for
monitoring the studied processes.

Anti-inflammatory activity

Table 4 showed the results of the anti-inflammatory effect of the dry
extract of M. urundeuva (ES) administered by oral route in mice
evaluated by the method of paw edema induced by carrageenan. The
inhibitions of the paw edemas were significantly different between
the groups of diclofenac sodium and the groups that were
administered two dosages of the extracts (p<0.05). At a dose of 500
mg/kg, the highest percentage of inhibition of edema was observed
at 2 h, while the highest percentage of inhibition of edema was
observed at one hour for a dose of 2000 mg/kg. Carrageenan is an
inflammatory agent that elicits the inflammatory process and hence
the formation of edema through the release of histamine, serotonin,
bradykinin, and prostaglandins [3, 37-39]. Thus it is possible that
compounds present in the M. urundeuva extract interfere with the
inflammatory process mediated by these substances. Several studies
have demonstrated the anti-inflammatory activity of extracts of M.
urundeuva [3, 40-42]. This study showed the drying process by
spray drier maintained chemical constituents of the extract
responsible for anti-inflammatory activities of the plant.

CONCLUSION

The spray dryer technique proved to be adequate in obtaining dry
extracts of M. urundeuva and variations in the proportion of CSD,
inlet temperature, and the feed rate showed no significant variations
in the drying process yield. Statistically, the study found positive a
contribution to the inlet temperature and the feed rate over the
concentration of quercetin on the responses analyzed, so that a 10%
proportion of CSD, a 180 °C inlet temperature and an 8 ml/min feed
rate was considered the most suitable condition for obtaining the
dry extracts of M. urundeuva.

The dried extracts showed anti-inflammatory activity and the
stability study indicated that the drying process by spray drying
resulted in dry extracts with stable chemical constituents. In
addition, the biomarker quercetin was stable during the drying
process and satisfactory for monitoring and providing quality
control of M. urundeuva extracts in the development of herbal
products with this plant.
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