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RESUMO

O guarand, sementes de Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke, tem ampla utilizacao no
mercado alimenticio e farmacéutico no Brasil e em outros paises. Suas sementes contém altas
concentragdes de metilxantinas, como a cafeina, teofilina e teobromina, saponinas e
polifendis, especialmente taninos. O efeito antidepressivo tem sido avaliado com resultados
promissores comparaveis ao do antidepressivo triciclico imipramina. Porém ainda ndo ha
disponivel comercialmente uma forma farmacéutica a base de guaranad obtida a partir de
extrato padronizado da droga. A padroniza¢do quimica do extrato semipurificado EPA foi
realizada com base nos marcadores quimicos catequina e epicatequina por CLAE.
Fitomedicamentos em comprimidos requerem elevados cuidados de producdo, devido,
principalmente as propriedades higroscopicas e a instabilidade quimica das matérias-primas
de origem vegetal. Para contornar o problema da instabilidade quimica a producdo de
microparticulas a partir do extrato semipurificado EPA para posterior producdo de
comprimidos apresenta como grande vantagem a protecdo dos constituintes ativos vegetais da
acdo de agentes ambientais como luz, calor e umidade. Microparticulas de EPA foram
produzidas por secagem por atomizagdo utilizando maltodextrina e goma ardbica como
materiais poliméricos e caracterizadas por morfologia, tamanho de particula, anélise térmica,
atividade antioxidante e perfil de dissolugdo. Este trabalho visou o desenvolvimento de
metodologia analitica e tecnologica na obtencdo de extrato semipurificado padronizado e
comprimidos de P. cupana var. sorbilis. Comprimidos de EPA produzidos a partir de
microparticulas contendo o extrato semipurificado foram obtidos e caracterizados por estudos
de fluxo dos pods, aspecto, dureza, friabilidade, doseamento, desintegracdo e dissolugdo. A
metodologia utilizada foi adequada para produ¢do de comprimidos de guarana.

Palavras-chave: Paullinia cupana, Sapindaceae, guarand, validagdo de extrato, comprimidos,

padronizagao.



ABSTRACT

Guarana seeds of Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke, is widely used in food and
pharmaceutical market in Brazil and elsewhere. Its seeds contain high concentrations of
methylxanthines such as caffeine, theobromine and theophylline, saponins and polyphenols,
especially tannins. The antidepressant effect has been evaluated with promising results
comparable to the tricyclic antidepressant imipramine. But there is still no commercially
available pharmaceutical form of guarana extract obtained from the standard drug. The
chemical standardization of EPA semipurified extract was performed on the basis of chemical
markers catechin and epicatechin by HPLC. Phytomedicines tablets require high care
production, mainly due to the hygroscopic properties and chemical instability of the raw
materials of plant origin. And to avoid the problem of chemical instability of the production
of microparticles from the semipurified extract for subsequent production of tablets are
presented as a great advantage to the protection of plant active constituents of the action of
environmental agents such as light and moisture. EPA microparticles were produced by spray
drying using maltodextrin and arabic gum as polymeric materials and characterized by
morphology, particle size, thermal analysis, antioxidant activity and dissolution test. This
study aimed the development of analytical methodology and technology in achieving
standardized extract and tablets of P. cupana var. sorbilis. EPA tablets were produced from
microparticles containing the semipurified extract and these were characterized by powders
flow studies, appearance, hardness, friability, disintegration and dissolution test. The
methodology used was suitable for production of guarana tablets.

Key-words: Pullinia cupana, Sapindaceae, guarand, extract validation, tablets,

standardization.



INTRODUCAO

Plantas tém sido tradicionalmente usadas por populagdes de todos os continentes no
controle de diversas doengas e a pesquisa de novos compostos ativos originarios de produtos
naturais esta se expandindo. Porém, os fitomedicamentos despertam reacdes variadas nos
profissionais de saude que vao desde uma resisténcia absoluta a um entusiasmo extremado,
passando por uma indiferenga. Isto porque, muitos fitomedicamentos ainda ndo tém sua
eficacia comprovada em estudos clinicos controlados, ha falta de controle de qualidade
adequado e ndao possuem os mesmos controles de prescrigdo e venda dos medicamentos
sintéticos. Essas posturas pré-concebidas representam prejuizos potenciais para os pacientes,
pois muitos fitoterapicos apresentam importantes efeitos adversos e possibilidade de
interacdes medicamentosas (ANDREATINI, 2000; FRANCA, 2001).

Portanto torna-se interessante a pesquisa nessa area como forma de oferecer maiores
possibilidades de tratamento aos pacientes e desenvolver a industria nacional de
medicamentos.

O guarana (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke - Sapindaceae) ¢ uma planta
brasileira originaria da regido central da Amazdénia. Suas sementes contém altas
concentragdes de metilxantinas, como a cafeina, teofilina e teobromina, saponinas e polifendis
especialmente taninos. E utilizada como estimulante do sistema nervoso central, em casos de
estresse fisico e intelectual, como antidiarréico, diurético e antineurdlgico (HENMAN, 1982;
YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007). O efeito antidepressivo do extrato do guarana tem sido
avaliado por pesquisadores com efeitos promissores comparaveis ao do antidepressivo
triciclico imipramina (FUNDACAO UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA, 2000;

OTOBONE et al., 2005; OTOBONE et al., 2007).



Plantas medicinais produzem diferentes metabolitos secundarios (alcaldides, taninos,
flavonoides, saponinas, entre outros) ¢ o fazem em diferentes proporcoes, dependendo do
habitat, do regime de chuvas, da insolacdao, do solo, enfim, das caracteristicas climaticas-
edaficas. Entretanto, algumas substancias quimicas sdo caracteristicas para um determinado
vegetal, e desta forma podem servir como parametro para sua caracterizagcdo e identificagao
(MIGLIATO et al.,, 2007). O guarana tem sido estudado had tempos devido as suas
propriedades terapéuticas. A primeira descrigao data de 1669, quando o missionario jesuita
Jodo Felipe Betendorf esteve na Amazonia observando os indios da regido. Estes utilizavam o
guarana como bebida diariamente devido as suas propriedades diuréticas e eficacia contra
enxaqueca, febre e caimbras. Na metade do século XVIII, a atividade antidiarreica passou a
ser explorada. A partir dai, muitas caracteristicas desta planta passaram a serem exploradas e
pesquisas em torno da constitui¢do quimica ganharam espaco (HENMAN, 1982). E por ser
amplamente utilizado no mercado farmacéutico, pelo efeito estimulante do sistema nervoso
central, o guarana foi inserido como droga oficial da Farmacopeia Brasileira.

A investigacdo cientifica das propriedades do guarana iniciou em 1826 qundo se
isolou uma substancia a qual se mostrou ser a tetrametilxantina, com a estrutura idéntica a
cafeina, e quantidades relativamente grandes de teofilina e teobromina. Pesquisadores
passaram a atribuir as propriedades medicinais do guarana nas varias xantinas ¢ na quantidade
de taninos presentes na planta, que ¢ relativamente alta, cerca de 5-6%, o que pode explicar a
acdo adstringente do guarana no trato digestivo (HENMAN, 1982).

Segundo dados farmacopeicos a droga vegetal ¢ constituida pelas sementes contendo,
no minimo, 5% de metilxantinas, calculadas como cafeina, e, no minimo, 4% de taninos
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2003).

O estudo fitoquimico de uma fracao semipurificada de guaranad mostrou a presenca das

seguintes substancias: cafeina, epicatequina, catequina, ent-epicatequina e procianidinas Bl,



B2, B3, B4, A2 e C1 (USHIROBIRA et al., 2007; YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007). Esta
fragdo demonstrou atividade antidepressiva em animais submetidos a tratamento cronico. Esta
atividade nao pode ser relacionada com as metilxantinas presentes, pois quando a cafeina ¢
testada isoladamente os efeitos sdo diferentes dos apresentados pela fracdo semipurificada.
Isto sugere que esta atividade deve-se a presenca de outros constituintes presentes, € 0s
taninos condensados, isolados por Ushirobira et al. (2007) e Yamaguti-Sasaki et al. (2007),
podem ser os responsaveis ou podem contribuir para a acao farmacoldgica (OTOBONE et al.,
2005; OTOBONE et al., 2007).

Viérios trabalhos ja foram realizados com o interesse de se confirmar alguns dos
efeitos atribuidos ao guarana. Alguns experimentos in vivo relataram baixa toxicidade desta
droga, exibindo efeitos antioxidantes, antiamnésia (ESPINOLA et al.,1997; MATTEI et al.,
1998; OTOBONE et al., 2005) e potencial agdo como quimiopreventivo na carcinogénese
(FUKUMASU et al., 2006). Uma potencial atividade antibactericida contra Streptococcus
mutans foi descrita em experimentos in vitro, a qual pode ser utilizada na prevencdo da placa
dental bacteriana (YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007). Alguns trabalhos relacionados a agao
desta droga sobre o sistema nervoso central relatam um efeito benéfico sobre a cogni¢do, ndo
alterando a atividade locomotora e uma relevante atividade antidepressiva apos tratamento
cronico (OTOBONE et al., 2005; OTOBONE et al., 2007).

Segundo Nicoletti et al. (2007) algumas interacdes medicamentosas tém sido
atribuidas ao guarana: ele potencia a acdo de analgésicos e, quando administrado com
anticoagulantes pode inibir a agregacdo de plaquetas aumentando o risco de sangramento.

Estudos avaliaram as propriedades farmacologicas do extrato bruto liofilizado (EBPC)
da P. cupana (guarand) e fracdes semipurificadas (EPA e EPB) apds administracdo aguda ou
cronica pela via oral em ratos. O trabalho utilizou técnicas de controle da droga vegetal,

padronizando os extratos e verificou o efeito antidepressivo com o tratamento cronico de



EBPC e EPA comparavel ao do antidepressivo imipramina. A fragdo semipurificada EPB nao
demonstrou efeito antidepressivo (patente requerida pela FUNDACAO UNIVERSIDADE
ESTADUAL DE MARINGA, 2000).

Otobone et al. (2005) estudaram os extratos citados acima sobre o comportamento
cognitivo em ratos submetidos ao teste do labirinto aquatico de Morris. O extrato bruto e uma
das fragdes semipurificadas (EPA) demonstraram um efeito benéfico sobre a cognicdo. A
cafeina, quando administrada isoladamente, demonstrou efeitos diferentes dos encontrados
com os extratos. Os animais tratados cronicamente com os extratos tiveram a mesma evolucao
ponderal e sobrevida o que sugere baixa toxicidade dos extratos.

Otobone et al. (2007) avaliaram os efeitos ansioliticos, antidepressivos e estimulantes
do extrato bruto e fracdes semipurificadas (EPA, EPB), utilizando os testes PMT (plus maze
test), FST (forced swimming test) e OFT (open field test), respectivamente. Os resultados com
uma das fragdes semipurificadas (EPB) sugere que esta fracdo ndo contém componentes
responsaveis pelos efeitos observados com o extrato bruto e a outra fragdo semipurificada
(EPA). A fracdo semipurificada EPA, contém o(s) componente(s) responsavel pelo efeito
antiimobilidade, sugerindo um efeito antidepressivo como o observado com EBPC. Estes
componentes ndo podem ser relacionados com a cafeina porque os resultados obtidos com
esta substancia isoladamente sdo diferentes daqueles encontrados com a administragdo dos
extratos. Assim, taninos condensados, que foram isolados da fragdo EPA por Yamaguti-
Sasaki et al. (2007), poderiam ser os responsaveis por esta atividade. Flavondides, incluindo
taninos condensados (Figura 3 do capitulo II), podem agir no sistema nervoso central porque
conseguem atravessar a barreira hemato-encefalica (JOHNSTON, BEART, 2004).

Roncon et al. (2011) demonstraram que o EPA ¢ ativo por via oral e produz efeitos
panicoliticos em ratos submetidos ao teste ETM (elevated T maze model). Os sistemas

neurotransmissores serotoninérgicos e dopaminérgicos estdo envolvidos neste efeito. Assim,



EPA pode ser muito util no tratamento de transtornos de humor tais como transtorno do
panico (RONCON et al. 2011).

A partir desses resultados, outros estudos ainda devem ser realizados com intuito de
identificar as substancias responsaveis por estas agdes farmacoldgicas e os mecanismos
envolvidos, assim como uma forma farmacéutica deve ser desenvolvida para facilitar a
administracao da fracdo semipurificada, promissora como fitomedicamento no tratamento da
depressao.

A validagdo de um processo ¢ a demonstracao de que o controle dos passos criticos de
um processo resulta em produtos com propriedades reprodutiveis (ex: uniformidade de teor)
ou que provoca um acontecimento reprodutivel (ex: esterilizacio) (LACHMAN,
LIEBERMAN, KANIG, 2001). Para drogas vegetais, ¢ imprescindivel para garantir, por meio
de estudos experimentais, que o método de quantificagao de substancias marcadoras atenda as
exigéncias analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, alguns
parametros de validacio devem ser estudados: especificidade, linearidade, precisdo,
recuperagdo, limite de detec¢ao (LD) e limite de quantificagdo (LQ), de acordo com a RE
899/2003-ANVISA (BRASIL, 2003).

Como os extratos vegetais nem sempre apresentam as mesmas concentragdes dos
ativos, devido as diferencas apresentadas entre lotes de uma mesma droga que tém diferencas
em fun¢do das caracteristicas edafo-climéaticas, ¢ necessario que se tome alguns marcadores
quimicos presentes no extrato, que podem ou ndo serem 0s componentes ativos, para que
sejam avaliados e quantificados sempre que um novo lote de extrato seja produzido. Assim
consegue-se padronizar o extrato em funcdo dos marcadores quimicos e tem-se sempre um
mesmo teor de substancias ativas na forma farmacéutica final (SIMOES et al., 2001).

A padronizagdo quimica ¢ uma forma de assegurar ndo somente a qualidade de um

extrato, mas também, de forma indireta, a eficacia terapéutica do mesmo.



Sem a padronizacdo, o produto perde qualidade e a industria ndo pode garantir a
eficacia do medicamento ja que desconhece a concentracdo do produto. Com a resolugao da
ANVISA (RDC 48/04 de 16.03.04) (BRASIL, 2004) estabeleceu-se uma legislagdo especifica
que se baseia na garantia da qualidade exigindo a reprodutibilidade dos fitoterapicos
produzidos, o que sé pode ser alcancado se as empresas utilizarem extratos padronizados e
estabelecerem rigido controle de qualidade.

Os diferentes métodos existentes para a padronizacao fisico-quimica de fitoterapicos
incluem, entre outros, técnicas cromatograficas que permitem a quantificacdo de componentes
de interesse. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) apresenta muitas vantagens
em relagdo a outras técnicas. Possui fase estacionaria empacotada e a quantidade de solvente
que atravessa a coluna ¢ grande em relacdo a sua massa. A combinagdo desses dois elementos
com a uniformidade da fase estacionaria ¢ a utilizacdo de sistema de deteccdo on line
contribui para uma série de outras vantagens e resultados confidveis. Soma-se a isso o fato do
cromatografo ser um instrumento capaz de incorporar, ainda, sistemas completamente
automatizados de extragdo de amostras e injecdo, o que aumenta enormemente a capacidade
de analise e diminui a geracdo de erros durante a analise (GIL et al., 2005).

O desenvolvimento de uma forma farmacéutica engloba varias etapas, entre elas,
estudos de pré-formulacio e formulagdo propriamente ditos, os quais consistem na
caracterizagdo fisica, quimica, fisico-quimica e bioldgica de todas as matérias-primas,
incluindo o fiarmaco, usado na elaboracdo do produto, assim como das caracteristicas
anatomicas e fisiologicas da via de administragdo e absor¢do e finalmente, a elabora¢dao da
forma farmacéutica (WANCZINSKI et al., 2002).

A fase de pré-formulagdo tem inicio quando um farmaco demonstra ter acdo
farmacoldgica em modelos animais e potencial uso no homem. Estes estudos devem incidir

nas propriedades fisico-quimicas da substancia, passiveis de afetar o desempenho adequado



da forma farmacéutica. A compreensdo dessas propriedades pode levar a concepgdo da
formulagao (LACHMAN, LIEBERMAN, KANIG, 2001).

Polifendis sdo substancias muito susceptiveis & degradagdo por fatores ambientais
como luz, calor e oxigénio. A microencapsulacao, dependendo dos polimeros e da tecnologia
utilizada podem estabilizar esses compostos instaveis. De uma perspectiva industrial, pos
micrencapsulados podem ser facilmente obtidos e usados em alimentos e materiais
farmacéuticos mantendo a concentracdo inicial de flavonoides, sua atividade bioldgica e
seguranca por longos periodos de armazenagem. Nesses sistemas a estabilizagdo ocorre
porque o material de parede age como uma barreira fisica e permeavel ao oxigénio e
moléculas pequenas e por essa razao os materiais microencapsulados tem sua estabilidade
aumentada (MANACH et al., 2005; SANSONE et al., 2011). A técnica de secagem por
atomizacdo (spray-drying) ¢ frequentemente utilizada na industria de alimentos e
farmacéutica devido a grande disponibilidade de equipamentos e facilidade de
industrializagdo. A técnica ¢ um processo de uma etapa onde um liquido ¢ transformado em
p6 por uma rapida evaporagdo do solvente sob pressdo e temperatura. A secagem por
atomizagdo ¢ muito recomendada para materiais sensiveis ao calor tais como os polifendis
(SANSONE et al., 2011).

Dentre as formas farmacéuticas destinadas a administracdo pela via oral, os
comprimidos tém sido o sistema de liberacdo de firmacos preferido para obten¢do de efeito
sistémico e sdo, dentre as formas farmacéuticas, a mais difundida por apresentar as maiores
vantagens em relacdo ao seu uso, como a grande precisdo de dosagem, a baixa variabilidade
do conteudo, a facilidade de identificagdo visual, manuseio e administracdo e a grande
aceitagdo por parte os pacientes, além de proporcionarem maior estabilidade, se comparadas

as liquidas ou semi-so6lidas (BANKER, ANDERSON, 2001).
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Os comprimidos sdao obtidos por compressdo, que ¢ o método de fabricagdo dos mais
variados tipos de comprimidos e que pode ser realizado através de trés tipos de
procedimentos: a compressao direta, a granulagdo por via timida e a granulagdo por via seca
(ANSEL et al., 2000, LACHMAN et al., 2001).

A compressao direta ¢ a forma mais simples de obtencdo de comprimidos, pois
consiste na mistura de pds e sua posterior compressdo. E o processo ideal para produgdo de
medicamentos em escala industrial, pois economiza tempo e energia, ¢ ambientalmente
menos agressivo e reduz investimentos em equipamentos € na estrutura da area de produgao,
por requerer menor numero de etapas no processamento que os métodos tradicionais de
granulagio. E adequada para aquelas substincias que possuem fluxo livre, propriedades de
coesdo e que possibilitam serem compactadas diretamente, sem necessidade de granulacao
anterior & compressao. No entanto, muitos farmacos nao sao diretamente compressiveis, o que
limita o uso desse método de fabricagdo. Para contornar essa situagao a industria farmacéutica
emprega excipientes que permitem a compressdo direta, que devem ser materiais com
propriedades de fluidez e compressibilidade (ANSEL et al., 2000; LACHMAN et al., 2001;
WANCZINSKI et al., 2002; KLEINEBUDDE, 2004; MARTINELLO, 2005).

As vantagens da compressdo direta incluem: rapidez, facilidade de obten¢do e reducdo
de perdas de principio ativo, além de poder ser empregada para substincias instaveis frente a
umidade e a temperatura elevada, diminuindo riscos de contaminagdo, aumentando a
capacidade produtiva e gerando economia no setor produtivo (ANSEL et al, 2000;
PALACIOS, 2000; LACHMAN et al., 2001; WANCZINSKI et al., 2002). Outra vantagem da
compressdo direta ¢ a otimizacdo da desintegragdo do comprimido, onde cada particula do
farmaco ¢ liberada da massa do comprimido e fica disponivel para a dissolugdo

(MARTINELLO, 2005).



11

Quando os farmacos sdo termolédbeis, que pode ocorrer em fitocomplexos, a
compressao direta ¢ a técnica de escolha. A principal limitagdo dessa técnica € que ndo ¢
indicada para farmacos de baixo escoamento e segregacao (MARTINELLO, 2005).

O sucesso no desenvolvimento e planejamento de um comprimido obtido por
compressao direta se da, principalmente, pela correta escolha dos excipientes. A
compressibilidade desses excipientes depende das propriedades moleculares dos compostos
(massa molecular, estrutura cristalina, propriedades termodinamicas, entre outras) e das
propriedades da particula propriamente dita (tamanho da particula, forma, entre outras) (WU;
HO; SHEU, 2001; TERASHITA; IMAMURA, 2002).

Os materiais derivados de drogas vegetais, como os extratos secos, apresentam
qualidades de fluxo deficientes. Essa caracteristica pode influenciar enormemente a producao
de comprimidos a partir desses extratos vegetais, ja que a alimentacao das camaras de
compressao das maquinas de comprimir ndo ¢ homogénea, resultando em comprimidos nao
uniformes quanto ao teor de substancias ativas. Para melhorar as caracteristicas de fluxo
pode-se fazer uso de um processo anterior a compressdo visando a otimiza¢do das
caracteristicas de fluxo dos extratos vegetais. Um exemplo desse tipo de processo ¢ a
utilizagdo de spray dryer (secagem por atomizagao).

Esse processo consiste em transformar uma solug¢do ou suspensdo em produto seco por
um Unico processo de secagem. A vaporizacdo da dgua acontece a partir da desintegracdo de
uma corrente liquida em pequenas gotas (atomizacdo) que entram em contato com uma
quantidade de ar quente suficiente para suprir o calor latente de vaporizagdo (ESTEVES,
2006).

O estudo da secagem de materiais nestes secadores visa a otimizacdo de processos
industriais e a obtengdo de produtos com caracteristicas morfologicas (4rea superficial,

diametro médio de particula, densidade especifica, propriedades de fluxo) de acordo com as
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exigéncias do processo tecnologico. Um dos materiais mais utilizados como encapsulante na
secagem por atomizagdo ¢ a maltodextrina isso devido ao seu baixo custo e por apresentar
baixa higroscopicidade, evitando a aglomeracao das particulas. Esse material de parede tem,
também, efeito antioxidante e uma Otima retencdo de substancias volateis que estd na ordem
de 65 a 80% (ANSELMO et al., 2006).

Fitomedicamentos em comprimidos requerem elevados cuidados de produgao, devido
as propriedades higroscopicas, a instabilidade quimica das matérias-primas de origem vegetal
e as deficientes qualidades compressionais. A cedéncia das substancias ativas e, com isso sua
biodisponibilidade, pode ser fortemente influenciada pelos adjuvantes, quer pela variacao de
sua qualidade ou quantidade na formulacdo. Para contornar o problema da instabilidade
quimica, uma forma soélida revestida apresenta como grande vantagem a protecao dos
constituintes ativos vegetais da agdo de agentes ambientais como luz e umidade. A tecnologia
de revestimento pelicular também colabora no valor comercial do produto por melhorar o
aspecto numa perspectiva de marketing pela utilizagdo de determinadas cores e por uma
impressao que contraste com a nova superficie (SEITZ; MEHTA; YEAGER, 2001,
SONAGLIO et al., 2007).

Embora os comprimidos sejam uma das formas farmac€uticas mais prescritas em
fun¢do da facilidade de administragdo e maior estabilidade, sdo os que mais apresentam
problemas de biodisponibilidade (PRISTA et al., 1995).

Como a absorcdo depende da quantidade de farmaco soluvel, caracteristicas de
dissolu¢do adequadas sdo consideradas importantes para garantir os efeitos terapéuticos
desejados. Desse modo, torna-se importante realizar estudos de dissolugdo in vitro, afim de
assegurar que a liberacdo da substancia ativa apresente cinética adequada, garantindo, assim,

sua qualidade biofarmacéutica (CASTRO et al., 2005).
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A dissolucao pode ser definida como um ensaio fisico para prever a liberagdo para
uma determinada area numa determinada quantidade e no tempo corretos. Fundamentalmente,
este processo ¢ controlado pela afinidade entre a substancia solida e o solvente e pelo modo
como o sistema farmacéutico o libera. No entanto, podem ser incorporadas substancias no
seio da forma farmacéutica, que permitem alterar a solubilidade do fairmaco no meio. As
metodologias mais frequentes de avaliacdo dos perfis de dissolugdo sdo a determinagdo do
tempo necessario para que se liberte no meio de dissolugdo uma determinada fracao do teor
rotulado (ex.: t90%) e a determinacdo da fracdo liberada apds um determinado periodo de
tempo pré-estabelecido (ex.: 60% liberado ao fim de 60 min). Avaliam-se, assim, ndo apenas
a quantidade que se liberou ao fim de um determinado tempo, mas a cinética de liberacao ao
longo de todo o periodo em questao (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

Assim, o objetivo do trabalho foi desenvolver e caracterizar comprimidos de guarana
para a administracdo pela via oral, validando a metodologia analitica de quantificacao de
marcadores quimicos por CLAE; desenvolvendo e caracterizando o extrato seco padronizado;
desenvolvendo e caracterizando comprimidos de P. cupana; avaliando a liberagao in vitro dos

comprimidos revestidos de P. cupana.
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OBJETIVOS

Objetivo: Este trabalho visou o desenvolvimento de metodologia analitica e tecnologica
na obtenc¢do de extrato padronizado e comprimidos de P. cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke —

Sapindaceae.

Assim, foram realizadas as etapas a seguir para atingir o objetivo geral deste

trabalho.

= Desenvolvimento e validagdo de metodologia analitica de quantificagdo de
marcadores quimicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
o 1 — desenvolver metodologia analitica de quantificagdo de marcadores quimicos
envolvidos na padronizacao do extrato de guarand por CLAE.
o 2 — validar a metodologia analitica de acordo com a RE 899/2003-ANVISA
(BRASIL, 2003)

= Desenvolvimento e caracterizagdo de extrato seco padronizado (EPA).

o 1 — obter o extrato seco de acordo com a metodologia proposta pela patente
requerida  pela  Universidade Estadual de Maringg (FUNDACAO
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA, 2000-PI 00066389).

o 2- padronizar o extrato de acordo com os marcadores quimicos envolvidos na

validacgao.

» Desenvolvimento e caracterizagdo de microparticulas contendo EPA
o 1 —escolher metodologia adequada para produgdo das microparticulas.
o 2 -escolha do material polimérico mais adequado para o fim que se propoe.

o 3 —produzir e caracterizar as microparticulas obtidas.

= Desenvolvimento e caracterizagdo de comprimidos de P. cupana.
o 1 -escolher adjuvantes farmacotécnicos e a técnica de fabricagdo dos comprimidos
mais adequados.
o 2 —produzir e caracterizar os comprimidos obtidos.

o 3 —avaliar a liberacdo in vitro dos comprimidos de Paullinia cupana.
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Capitulo I

Fitoterapicos: um mercado promissor

Este capitulo discute e apresenta o cenario atual dos fitomedicamentos
(FTMs) na satde da populagdao. Também discorre sobre a qualidade, seguranga e
eficacia destes medicamentos, caracteristicas imprescindiveis para a utilizacao
de FTMs pela populagdo. Para se obter FTMs seguros e eficazes algumas etapas
na producao destes medicamentos devem ser seguidas e avaliadas. Ainda discute
e apresenta a legislagcdo brasileira para os FTMs e a inser¢ao destes na satde

publica brasileira.
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FITOTERAPICOS: UM MERCADO PROMISSOR
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RESUMO

Observa-se na Fitoterapia uma tendéncia de contribuigdo efetiva a saide da populagao.
Por consequéncia, a padronizacao de fitomedicamentos ¢ um pré-requisito para a garantia da
qualidade, bem como para a constancia dos efeitos terapéuticos e seguranga do usuario. A
validacdo de processo analitico deve garantir, através de evidéncias experimentais, que o
método atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados. Assim, os equipamentos e materiais de laboratério devem ser devidamente
calibrados e o analista qualificado. As substidncias quimicas de referéncia devem ser
certificadas por compéndios oficiais, como as Farmacopeias ou por outros codigos
autorizados pela legislagdo vigente. Tao importante quanto o desenvolvimento e valida¢do de
uma metodologia analitica ¢ o posterior estudo de estabilidade, a fim de garantir que o
produto mantenha sua qualidade durante toda vida 1til. Para a obten¢do de registro de um
medicamento fitoterdpico dentro dos padrdes requeridos pela legislagdo faz-se necessario,
portanto, a realizagdo de diferentes testes para validagdo deste medicamento de forma a
garantir sua segurang¢a no uso, eficacia na utilizagdo e qualidade do produto.

Palavras-chave: fitomedicamentos, validagdo, padronizagio, sade publica.
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ABSTRACT: Phytotherapy: a promising market. It is observed in a trend of Phytotherapy
effective contribution to public health. Consequently, the standardization of phytomedicines is
a prerequisite for quality assurance, as well as the consistency of therapeutic effects and
safety of the user.The validation of the analytical process should ensure, through experimental
evidence, that the method meets the requirements of analytical applications, ensuring the
reliability of results. Thus, the equipment and laboratory materials must be properly calibrated
and the analyst qualified. The chemicals references must be certified by official
compendiums, such as Pharmacopoeia, or other accepted official codes. As important as the
development and validation of an analytical methodology is the stability study, to ensure that
the product retains its quality throughout its life. Therefore, to registry a phytomedicine,
according the official standard requirements, is necessary accomplish different validation tests
of this product to ensure its safety, effectiveness and quality.

Keywords: phytomedicines, validation, chemical standardization, public health.

INTRODUCAO

As grandes fontes de biodiversidade sdo as florestas tropicais, localizadas em paises
em desenvolvimento como o Brasil, detendo aproximadamente um ter¢o da flora mundial.
Porém, os paises desenvolvidos, como EUA, Japdo e os europeus sdao 0s que mais
manufaturam e comercializam produtos naturais. No desenvolvimento e produg¢do de um
fitomedicamento (FTM) os custos sdo elevados, como em qualquer medicamento alopético, e
estes paises investem montantes superiores aos paises em desenvolvimento como o Brasil.
Neste processo de pesquisa e desenvolvimento (P&D) pode-se afirmar que, nos primeiros dez
anos os custos estdo todos vinculados a pesquisa e desenvolvimento e ndo ao retorno dos
investimentos. Esta situacdo s6 comeca a mudar a partir do 11° ano, quando os custos com

pesquisa e desenvolvimento caem e sdo desviados para custos de producdo e vendas,
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chegando a ser zero apos 19 e 20 anos, quando comegam a surgir os lucros. Neste contexto,
espera-se que novos produtos possam ser desenvolvidos a partir de espécies nativas, por meio
de compromissos institucionais (universidade e empresa), com a aplicacdo recursos que
garantam a atuagdo de especialistas das areas da Botanica, Biologia, Agronomia, Farmacia,
Quimica e Medicina (Yunes et al., 2001; David et al., 2004; Netto et al., 2006).

A biodiversidade e o potencial econdmico da flora brasileira, desde 1886, ja eram
descritos em inventarios, testemunhando a sua riqueza em plantas produtoras de frutos
alimentares, resinas, 6leos, gomas, aromas, e, principalmente, o potencial medicinal, podendo
citar muitas espécies (Jacobson et al., 2005).

No mercado de FTM, os investimentos em P&D sdao ainda incipientes no Brasil,
estando restritos a um reduzido nimero de empresas. As informagdes referentes ao total de
capital requerido como investimento no setor ¢ ainda inconsistente. Como barreira
institucional tem-se as normas e critérios para producao e comercializagdo de FTM no pais.

Baseado no modelo europeu, os requisitos para obtencdo do registro como FTM
referem-se a comprovacdo da eficdcia terapéutica, da qualidade, tanto da matéria-prima
utilizada quanto do produto final, e estudos de toxicidade que definam o grau de risco do
produto (Ministério da Satude, 2007a).

O Brasil tem conhecimento cientifico sobre um percentual, ainda que baixo, das
plantas destinadas ao uso medicinal e as empresas brasileiras tém capacitagdo necessaria para
gerar processos tecnologicos, no entanto ndo possuem um corpo de P&D capaz de gerar
inovacdes na area de FTM de forma continua. Com o uso sustentavel da biodiversidade
nacional, e um desenvolvimento de parcerias da Universidade com as empresas, alguns
desafios poderao ser suplantados para gerar novos FTM éticos para o Brasil.

A tendéncia observada para a Fitoterapia ¢ de participacdo cada vez mais intensa na

assisténcia a saude da populacdo. Desta forma, ndo se pode prescindir da avaliacao dos efeitos
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terapéuticos de cada FTM, com base em estudos clinicos, conduzidos dentro de padrdes ético
e cientificos. Outro aspecto relevante ¢ a padroniza¢do da manufatura de fitoterapicos para
doses uniformes, atendendo aos critérios de qualidade inerentes aos medicamentos. Por
conseqiiéncia, a padronizacdo € um pré-requisito para a constancia dos efeitos terapéuticos e
seguranca do usuario de FTM (Sonaglio et al., 1986; David, 2004).

O aumento no consumo de FTM pode ser associado ao fato de que as populagdes
questionam os perigos do uso irracional dos medicamentos alopaticos associados a seus
custos muitas vezes dispendiosos e procuram substitui-los pelo uso de plantas medicinais. A
comprovagao da agdo terapéutica, associada a insatisfacdo da populacao perante o sistema de
saude, tem favorecido essa dindmica (Tomazzoni et al., 2006).

O conhecimento atualizado das condi¢des de saude e dos usuarios de terapias
disponibilizadas, no Brasil, torna-se ferramenta util para que diretrizes sejam tracadas para
melhorar a qualidade de vida da populagdo cujas agdes devem ser estabelecidas na conquista
desta meta (Nicoletti et al., 2007).

A fitoterapia, por ser pratica tradicional de satde e ja revelada em diversos estudos
como de utilidade terapéutica para uma parcela significativa da populacdo, poderia atender as
varias demandas cabendo aos governos assegurarem-lhe uma sustentabilidade (Tomazzoni et
al., 2006).

Assim, torna-se interessante discutir a situa¢do atual dos FTM e a seriedade que se

deve ter no seu desenvolvimento.

FITOMEDICAMENTOS COM QUALIDADE, SEGURANCA E EFICACIA
Buscando dar aos FTM tratamento semelhante aos medicamentos alopaticos,
encontram-se problemas inerentes a sua propria origem devido, principalmente, a

complexidade de sua composicdo e a variabilidade na qualidade das drogas obtidas a partir de
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uma mesma espécie vegetal. Tal caracteristica esta relacionada com os fatores referentes as
condi¢gdes do local de plantio, processo de coleta, manuseio e processamento da matéria-
prima. Desta forma, as drogas vegetais apresentam, frequentemente variagdes, justificando a
necessidade da padronizagao desses produtos (Fischer, 2005).

Os FTM podem ser tdo eficazes quanto os medicamentos produzidos com ativos
oriundos de sintese quimica, por isso a transformac¢do de uma planta num medicamento deve
priorizar a preservacdo da integridade quimica dos principios ativos € por consequéncia, a
acdo farmacologica do vegetal, garantindo a constancia da acdo bioldgica desejada. Para
atingir esses objetivos, a producdo de FTM requer, necessariamente, estudos prévios relativos
aos aspectos botanicos, agrondmicos, fitoquimicos, farmacologicos, toxicologicos, e de
desenvolvimento de metodologias analiticas (Toledo et al., 2003).

Hé de se deixar claro que a qualidade dos FTM nao ¢ obtida, simplesmente, por um
laudo de analise da matéria prima vegetal favoravel, mas deve ser embasada na estrutura da
produgdo, minuciosamente planejada, desde o cultivo até a fase de dispensacdo. Os requisitos
de qualidade auxiliam neste processo aliados a aplicagdo das Boas Praticas de Fabricagdo e de
Garantia de Qualidade, propiciando a obtencdo de matérias-primas vegetais e FTM de
qualidade (Fischer, 2005).

Entende-se por qualidade o conjunto de critérios que caracterizam tanto a matéria-
prima quanto o produto final. A eficicia ¢ dada pela comprovacdo, através de ensaios
farmacoldgicos pré-clinicos e clinicos, dos efeitos bioldgicos preconizados. A seguranga ¢
determinada pelos ensaios que comprovam a auséncia de efeitos toxicos, bem como pela
inexisténcia de contaminantes nocivos a saude (metais pesados, agrotoxicos,
microorganismos e seus produtos de degradacao) (Ministério da Satude, 2007a).

O avanco terapéutico dos FTM ¢ grande, pelo fato de associarem o conhecimento

popular ao desenvolvimento tecnoldgico nas diversas fases de industrializagdo, alicercados
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em pesquisas inerentes. Os extratos obtidos de plantas medicinais devem preservar os
diversos componentes ativos, se caracterizando em um fitocomplexo. Esta manutencao busca
garantir a acdo farmacologica especifica da espécie vegetal, lembrando que o isolamento de
principios ativos ndo reproduz obrigatoriamente o efeito do fitocomplexo.

Plantas medicinais produzem diferentes substancias quimicas (alcaldides, taninos,
flavonoides, saponinas, entre outros) ¢ o fazem em diferentes proporcoes, dependendo do
habitat, da pluviosidade, do oferecimento de luz as plantas, das caracteristicas dos solos,
enfim, das caracteristicas edafo-climaticas, além do seu potencial genético. Algumas
substancias quimicas sdo caracteristicas de uma determinada espécie vegetal, servindo como
parametros para a sua caracterizagdo e identificacao (Migliato et al., 2007; Gobbo-Neto &
Lopes, 2007).

Atualmente, a padronizacao de fitoterapicos ¢ realizada com base no teor de uma
substancia marcadora presente no extrato concentrado, indicando que se a mesma estiver
presente em quantidade apropriada também os demais componentes estardo igualmente
representados (David, 2004). Tal substincia ndo necessariamente apresenta a atividade
farmacoldgica esperada ou para a qual o extrato ¢ empregado.

Os diferentes métodos existentes para a padronizacdo fisico-quimica de fitoterapicos
incluem, entre outros, técnicas cromatograficas como a cromatografia em camada delgada,
que permitem a quantificacdo de componentes de interesse diretamente ou indiretamente,
apos separacdo e extragdo do cromatograma, seguida de determinacdo quimica ou fisico-
quimica (Sonaglio, 1986). No entanto, esta metodologia ¢ considerada fora do estado da arte
atual, principalmente pelo advento das técnicas mais sensiveis como cromatografias liquida e
gasosa acopladas a espectrometro de massas ou ressonancia magnética nuclear, entre outras.

A técnica acoplada CCD (cromatografia em camada delgada)-densitometria empregando
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placas de alta eficiéncia (HPTLC) tem sido utilizada em analise de ativos de drogas vegetais e
seus extrativos, tanto quali quanto quantitativamente.

De acordo com o Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos,
Resolug¢dao RE n° 899, de 29 de maio de 2003 (Brasil, 2003), a validagao de processo analitico
deve garantir, através de evidéncias experimentais, que o método atenda as exigéncias das
aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, o método deve
ter definidos seus limites de detec¢do e de quantificacdo e apresentar precisdo, exatidao,
linearidade, especificidade, reprodutibilidade, estabilidade e recuperagao adequada a analise.
Além da legislacao brasileira, RE n° 899, de 29 de maio de 2003 (Brasil, 2003), outros
documentos oficiais, tais como os descritos pelo ICH (International Conference on
Harmonisation) Q2 (2005) descrevem os parametros que devem ser avaliados para validagao
de um método bioanalitico.

Assim, os equipamentos ¢ materiais devem ser devidamente calibrados e o analista
qualificado. As substancias quimicas de referéncia devem ser certificadas por organismos
oficiais, como Farmacopeia Brasileira, Farmacopeia Americana ou por outros codigos
autorizados pela legislagdo vigente (Brasil, 2003).

Um método analitico abrange a determinagdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou
quantitativa de farmacos e outras substadncias em produtos farmacéuticos. J& um método
bioanalitico ¢ a determina¢do quantitativa de farmacos e/ou metabdlitos em matrizes
biologicas, tais como sangue, soro, plasma e urina (Brasil, 2003).

Produtos intermediarios (extratos vegetais) sdo considerados matrizes complexas, e
podem ser tratados como nos bioanaliticos, ou seja, sua composi¢do € tdo complexa quanto a
composicao das matrizes biologicas. No entanto, quando do produto final, ou FTM, este deve
apresentar niveis mais severos de aceitagdo para as andlises quantitativas, com determinacao

exata da sua composicao.
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A determinagdo quantitativa de farmacos e/ou metabodlitos em matrizes biologicas
permite limites de aceitacdo maiores em relacdo aos métodos analiticos para controle de
qualidade de farmacos, por exemplo, o desvio padrdo relativo deve ser menor ou igual a 15%
para aceitar-se uma curva de calibragdo, enquanto que para os métodos analiticos se aceita no
maximo 5%. O coeficiente de correlagao linear deve ser igual ou superior a 0,99 para métodos
analiticos, enquanto que para os métodos bioanaliticos permite-se igual ou superior a 0,98
(Brasil, 2003).

Tao importante quanto o desenvolvimento e validagdo de uma metodologia analitica
que serd utilizada para quantificar os marcadores quimicos envolvidos na padronizagdo do
FTM ¢ o posterior estudo de estabilidade da formulagdo para continuar mantendo os niveis da
qualidade garantidos na sua manufatura.

A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como
temperatura, umidade e luz, e de fatores relacionados ao proprio produto como propriedades
fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e sua
composicao, processo de fabricacao, tipo e propriedades dos materiais de embalagem (Brasil,
2005).

A ANVISA disponibiliza um guia para realizacdo de estudos de estabilidade, contido
na Resolu¢do n® 1 de 2005 (Brasil, 2005), a qual contempla diretrizes para estudos de
estabilidade acelerada, estabilidade de acompanhamento e estabilidade de longa duracao, seja
para medicamentos alopaticos ou mesmo FTM. Estes estudos abrangem um conjunto de testes
projetados para se obter informagdes sobre a estabilidade de produtos farmacéuticos visando
definir seu prazo de validade e periodo de utilizagdo em embalagem e condi¢cdes de
armazenamento especificadas. A estabilidade acelerada representa o estudo no qual a
degrada¢do quimica ou mudangas fisicas de um produto sdo aceleradas em condi¢des forcadas

de armazenamento. A estabilidade de longa duracdo contempla um estudo projetado para
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verificar as caracteristicas fisicas, quimicas, biologicas e microbiologicas de um produto
durante o prazo de validade esperado e, opcionalmente, apds seu vencimento. Ja na
estabilidade de acompanhamento o estudo ¢ realizado apos o inicio da comercializagdo do
produto, para verificar a manutencdo das caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas e
microbioldgicas, previstas nos estudos de estabilidade de longa duragao (Brasil, 2005).

O tempo de duracao dos estudos varia de acordo com qual estudo esta sendo realizado.
Para o estudo acelerado, recomenda-se de 3 a 6 meses. Para o estudo de longa duracao o
tempo ¢ maior de 3 a 24 meses. Ambos contemplam os testes de doseamento, quantificagdao
de produtos de degradacao, dissolugdo (quando aplicavel) e pH (quando aplicavel). No estudo
de acompanhamento todas as analises requeridas sdo realizadas a cada 12 meses (Brasil,
2005).

Para os FTM a determinagao de produtos de degradagao ¢ um pouco mais complexa,
considerando que a matéria-prima destes medicamentos, extratos vegetais, contém centenas
de substancias quimicas, sendo muitas destas ndo identificadas, tornando-se uma tarefa de
dificil execugao.

Os guias estabelecidos pelo ICH vao um pouco além, abrangendo testes de
fotoestabilidade tanto para a substincia ativa como para os produtos acabados, assim como
para a avaliag@o destes estudos.

Entre os varios estudos para que um extrativo vegetal passa até atingir a etapa clinica e
mesmo o registro, a padronizagdo deste ¢ fundamental para que os lotes sejam uniformes e
com qualidade e efic4cia garantida.

Um produto ndo atingira a qualidade necessaria e a induastria ndo podera garantir a
eficacia do FTM sem a padronizagdo ja que desconhece a concentragdo dos principios ativos
do produto. Com a resolucdo da ANVISA, RDC 48/04 de 16/03/04, estabeleceu-se uma

legislagdo especifica baseada em critérios para a garantia da qualidade em fitoterapicos
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exigindo a reprodutibilidade dos parametros aceitaveis para o controle fisico-quimico,
quimico e microbioldgico dos fitoterapicos produzidos no Brasil, o que s6 pode ser alcangado
se as empresas produtoras utilizarem-se de extratos padronizados de plantas.

Para uma garantia da qualidade relativa a material botanico, ndo apenas os aspectos
fisico-quimicos sao importantes, mas também o microbioldgico, considerando o fato de que
os materiais vegetais normalmente podem conter um grande nimero de propagulos de fungos
e bactérias, pertencentes a microbiota natural ou introduzidos durante a manipulagdo. Ainda,
esta contaminacao pode ser intensificada com o tempo e ndo somente comprometer o material
em si, mas também o usuario (Migliato et al., 2007). Diversos sdo os estudos relativos a
qualidade microbiologica de plantas medicinais e ha especificagdo de niveis aceitaveis de
microorganismos nesses materiais vegetais. A especificacdo da OMS para contaminagao por
microrganismos aerdbios totais ¢ de, no maximo, 5,0x10” UFC/g para materiais vegetais
destinados ao uso na forma de chés e infusdes e de, no maximo, 5,0x10° UFC/g para uso
interno. J4 a contaminacdo por bolores e leveduras pode ser, no maximo, 5,0x10* UFC/g para
materiais vegetais destinados ao uso na forma de chas e infusdes e de, no méximo, 5,0)(103
UFC/g para uso interno (Rocha et al., 2004, Zaroni et al., 2004).

Para a obtencdo de registro de um FTM dentro dos padrdes requeridos pela legislagdo
brasileira faz-se necessario, portanto, a realizagdo de diferentes testes para validagdo deste
medicamento de forma a garantir sua seguranga no uso, eficdcia na utilizagdo e qualidade do
produto, realizados por meio de diversos ensaios, de controle de qualidade, farmacoldgicos,
toxicologicos, tecnologicos, pré-clinicos, clinicos toxicoldgicos e ensaios clinicos (Ministério

da Saude, 2007).
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ETAPAS NA PRODUCAO DE FTM

O desenvolvimento de um fitoterapico padronizado agrega um valor tecnologico no
desenvolvimento da forma farmacéutica contendo plantas medicinais, fugindo daquelas
formas farmacéuticas que contem apenas o material vegetal moido, além de garantir a
qualidade e eficacia do medicamento.

O ponto de partida pode ser um levantamento bibliografico na literatura cientifica e
popular enfocando a droga vegetal e suas propriedades quimicas e farmacologicas. Através do
levantamento bibliografico pode-se selecionar uma espécie por meio de pesquisa
quimiotaxondmica (onde aspectos morfologicos associados a identificagdo de grupos
botanicos podem indicar a presenca de determinados grupos quimicos que tenham atividade
farmacologica). Sequencialmente coleta-se um espécime da planta, prepara-se uma exsicata e
faz-se a identificagdo botanica e o registro em um herbario oficial (Toledo et al., 2003). Em
paralelo pode-se desenvolver uma pesquisa etnobotanica, a qual tratard da observacao do uso
popular de plantas para fins terapéuticos nas diferentes sociedades.

A seguir, remete-se o vegetal aos estudos botanicos, que tém por objetivo a
identificagcdo da espécie, que considera as suas caracteristicas morfoldgicas externas bem
como as anatdmicas, procurando destacar aquelas consideradas caracteristicas da espécie.
Para o estabelecimento de caracteristicas botdnicas comparativas que permitam detectar,
durante o controle de qualidade, a presenga de drogas e/ou espécies adulterantes.

Uma grande dificuldade ¢ o oferecimento de matéria-prima de qualidade pelos
fornecedores. Antes da compra ¢ possivel conhecer-se o local de plantio/coleta do material
vegetal a ser adquirido, bem como amostras de lotes podem ser solicitadas para avaliacao.
Caso ndo estejam de acordo com as especificacdes, os respectivos fornecedores serdo
informados da impossibilidade da aceitacdo daquele lote, na tentativa de manter um bom

padrdo de qualidade (Ogava et al., 2003; Toledo et al., 2003).
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Os estudos agrondmicos visam a otimizagdo da produgdo de biomassa e de
constituintes ativos por meio de estudos edafo-climaticos, de micropropagagao, inter-relagdes
ecologicas, densidade de plantio, de melhoramento genético da espécie, além dos aspectos
sanitarios de manejo e beneficiamento da espécie (Sonaglio et al., 2007).

Os estudos fitoquimicos compreendem as etapas de isolamento, elucidacao estrutural e
identificacdo de constituintes do vegetal, sobretudo aqueles origindrios do metabolismo
secundario, responsaveis, ou ndo, pela agdo bioldgica. E importante o estabelecimento de
marcadores quimicos, que sao substancias quimicas caracteristicas de determinada espécie
vegetal, indispensaveis ao planejamento e monitoramento das acdes de transformacgao
tecnologica, bem como aos estudos de estabilidade dos produtos intermedidrios e finais
(Sonaglio et al., 2007; Toledo et al., 2003).

Diversos sao os grupos de metabolitos secundarios produzidos pelas plantas
medicinais € que podem ser os responsaveis por suas atividades bioldgicas. Dentre eles tem-
se, por exemplo, os taninos, um grupo de substancias fendlicas extensamente estudado.

A avaliagdo da atividade bioldgica inclui a investigacdo da atividade farmacologica e
toxicoldgica de substancias isoladas, fragdes obtidas ou extratos brutos da droga vegetal.
Esses aspectos sdo fundamentais para a transformag¢do de uma planta medicinal em
medicamento fitoterdpico, havendo a necessidade de estudos de desenvolvimento tecnolégico,
no qual a validacdo do processo tecnologico exige a conservagdo da composi¢ao quimica e,
sobretudo, da atividade farmacolodgica a ser explorada. Os métodos analiticos permitem a
avaliacdo da qualidade do produto fitoterapico, garantindo, assim, a constancia de acdo
terapéutica e a seguranca de utilizacdo (Sonaglio et al., 2007; Toledo et al., 2003).

Aqui se destaca a avaliagdo do teor de substancia ou grupo de substancias ativas e do
perfil qualitativo dos constituintes quimicos de interesse, presentes na matéria-prima vegetal,

produtos intermedidrios e produto final, empregando-se testes espectrofotométricos,
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cromatograficos, fisicos, fisico-quimicos ou quimicos, os quais devem possuir especificidade,
exatiddo, precisdo e tempo de rotina analitica, para que possam ser utilizados em estudos de
estabilidade, permitindo, inclusive, a deteccdo de produtos oriundos da degradagdao de
substancias ativas e/ou de marcadores quimicos (Toledo et al., 2003; Audi et al., 2004;
Antonelli-Ushirobira et al., 2004; Pelozo et al., 2008; Lopes et al., 2009a, b, c).

Outros aspectos de qualidade a serem avaliados, sobretudo nas drogas de origem
vegetal sdo a carga microbiana, a contaminacdo quimica por metais, pesticidas e outros
defensivos agricolas e a ocorréncia de material estranho, como terra, areia, partes vegetais,

insetos e pequenos vertebrados) (Brasil, 2004).

FITOTERAPICOS NA SAUDE PUBLICA

Terapias alternativas sao praticas que visam a assisténcia a satde do individuo, seja na
prevengao, tratamento ou cura, considerando-o como mente/corpo/espirito € ndo um conjunto
de partes isoladas. Seu objetivo ¢ diferente daqueles da assisténcia alopatica, também
conhecida como medicina ocidental, na qual a cura deve ocorrer através da intervencao direta
no 6rgdo ou parte doente. Ha crescente interesse mundial pela utilizacdo dessas praticas
alternativas dentre as quais se inclui a fitoterapia, e tal interesse ¢ devido a varios fatores, tais
como: elevado custo da assisténcia médica privada, elevado custo dos medicamentos
alopaticos e precariedade da assisténcia prestada pelos servigos publicos de saude (Trovo et
al., 2003).

As plantas medicinais representam fator de grande importancia para a manutengao das
condicdes de saude das pessoas. Somado a comprovagdo da agdo terapéutica de varias plantas
utilizadas popularmente, ha o fato de que a fitoterapia representa parte importante da cultura
dos povos, sendo parte de saberes utilizados e difundidos pelas populagdes ao longo de varias

geracdes. Estes fatores geralmente ndo sdo considerados pelos gestores de saude, na
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implantacdo da fitoterapia na atencao primadria. O interesse por parte dos gestores municipais
na implantagdo de programas para o uso de fitoterapicos na ateng¢ao primaria a saide muitas
vezes aparece associado apenas a concepcao de que estes sejam uma opg¢ao para suprir a falta
de medicamentos alopaticos, j& que na maioria das vezes sao contabilizados os ganhos (em
custos gerados) pela utilizagdo dos fitomedicamentos (Tomazzoni et al., 2006), no entanto
esta acertiva nao ¢ verdadeira quando se trata da discussao da legislagdao (Ministério da Saude,
2007b).

O Decreto n° 5813 de 22 de junho de 2006, dispde sobre a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (Brasil, 2006a), e proporciona a populagdo brasileira o acesso
seguro, bem como o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso
sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional,
ampliando as opcdes terapéuticas aos usudrios, com garantia de acesso a plantas medicinais,
fitoterapicos e servigos relacionados a fitoterapia, na perspectiva da integralidade da atengado a
saude, considerando o conhecimento tradicional sobre plantas medicinais (Ministério da
Saude, 2007b).

Para estimular o desenvolvimento e consumo dos fitoterapicos o Decreto n® 5813
(Brasil, 2006a) ainda incentiva o cultivo, a formacdo técnico-cientifica, a formagdo e
capacitagdo de recursos humanos para o desenvolvimento de pesquisas, tecnologias e
inovagdes em plantas medicinais e fitoterapicos, estabelecer estratégias de comunicagdo para
a divulgacdo do setor de plantas medicinais e fitoterapicos. Para cumprir o proposto,
promovera a interacdo entre o setor publico e a iniciativa privada, universidades, centros de
pesquisa e organizagdes nao-governamentais na area de plantas medicinais e desenvolvimento
de fitoterapicos.

A Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no SUS, criada pelo

ministério da satide em 2006, cria grupos de trabalho multiinstitucionais, para tratar da
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Homeopatia, da Medicina Tradicional Chinesa-Acupuntura, da Medicina Antroposofica e da
Fitoterapia como praticas terapéuticas, garantindo a integralidade na aten¢do a saude publica
cuja implementagdo envolve justificativas de natureza politica, técnica, econdmica, social e
cultural. Esta politica atende, sobretudo, a necessidade de se conhecer, apoiar, incorporar €
implementar experiéncias que ja vém sendo desenvolvidas na rede publica de muitos
municipios e estados (Brasil, 2006b).

As plantas medicinais representam fator de grande importancia para a manutencao das
condigdes de saude das pessoas. Além da comprovagdo da agdo terapéutica de varias plantas
utilizadas popularmente, a fitoterapia representa parte importante da cultura de um povo,
sendo também parte de um saber utilizado e difundido pelas populagdes ao longo de varias
geragdes. No entanto estes fatores geralmente nao tém sido considerados pelos gestores locais
de satde, na implantacao do uso de fitoterapicos nos programas de Atengao Primdria a Saude.
Um programa adequado de fitoterapia deve incorporar um conjunto de atitudes, valores e
crengas que constituem uma filosofia de vida e ndo meramente uma por¢do de medicamentos
fitoterapicos. Portanto, a implantacdo de determinadas politicas de saude depende de um
conjunto de informacdes essenciais, que possam subsidiar a construgdo da situagdo da satde
local e a orientagdo do modelo de atengio (Tomazzoni et al., 2006). E, portanto, indispensavel
continuar o processo de formacdo de recursos humanos e lutar pelo estabelecimento de
programas direcionados para a investigacdo cientifica e tecnologica na darea, buscando
solucdes na privilegiada biodiversidade brasileira, através da descoberta e desenvolvimento
de fitoterapicos genuinamente nacionais e que possam atender aos interesses da politica de
saude para a fitoterapia (Simdes & Schenkel, 2002; Brasil, 2004).

Os avancgos nas pesquisas de FTM em nivel farmacolédgico, toxicoldgico e molecular
(receptores, enzimas, todo mecanismo de acdo envolvido, seriam os alvos moleculares “o

estudo das bases moleculares, ou seja, de qual estrutura estd envolvida na acdo, leva a supor
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diferentes alvos bioquimicos a serem atingidos”. Por exemplo, Hypericum perforatum,
prescrito para distirbios psiquicos, possui determinacao quimica bem estabelecida e estudada.
Estudos demonstraram q a hipericina e a pseudohipericina seriam as substancias responsaveis
pela agdo, assim propde-se varios mecanismos de agao, nisto constitui os efeitos moleculares)
tém permitido constatar que estes apresentam um mecanismo de agdo total ou parcialmente
esclarecido. Sabe-se que, de uma maneira geral, as plantas possuem varias substancias com
efeitos similares, que agem no organismo de uma forma sinérgica atuando em uma associa¢ao
de mecanismos em alvos moleculares diferentes (Yunes et al., 2001).

A seguranga de um medicamento, independente de sua origem, ¢ fundamental para a
promocao da satde, e isto se aplica a politica publica e sdo necessarios estudos toxicologicos,
estudos farmacocinéticos pré-clinicos e clinicos para evitar reagdes adversas aos
medicamentos. E necessario que os medicamentos tenham qualidade, eficicia garantida e
seguranca, contribuindo para o sucesso terapéutico.

Os estudos de toxicologia pré-clinica devem indicar qual o grau de confianca a ser
depositado em um medicamento a ser administrado a espécie humana. Nos estudos de
toxicidade aguda os animais sdo tratados uma tnica vez com doses parceladas em periodo nao
superior a 24 horas. E possivel evidenciar risco de intoxica¢des agudas, inadvertidas ou nio, e
a forma de preveni-las, assim os resultados obtidos ddo suporte a escolha das doses para os
demais testes de toxicidade. J4 na toxicidade com doses repetidas ou a longo prazo ou
cronica, o produto ¢ administrado a intervalos regulares durante periodos varidveis. A
finalidade ¢ descobrir agdes qualitativa ou quantitativamente diferentes produzidas pelo maior
tempo de exposicdo do produto, permitindo medir a laténcia para instalacdo dos efeitos
toxicos e o acumulo da droga no organismo (Lapa et al., 2004). Outros estudos de toxicidade

de longo prazo envolvem dados sobre embriotoxicidade, fertilidade e capacidade produtiva,
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carcinogenicidade e mutagenicidade (Lapa et al., 2004). Todos visam garantir administragao
segura ao ser humano, seja para medicamentos alopaticos e/ou FTM.

Ja os estudos farmacocinéticos pré-clinicos servem para avaliar o destino do fArmaco
depois da administragdo ao animal de experimentacdo. A velocidade e a intensidade de
absor¢do, a distribuicdo no organismo, a afinidade pelos sitios de ligacdo, as formas de
metabolizagdo, a velocidade e os drgdos responsaveis por sua excre¢do do organismo sao
todos parametros importantes para os estudos de eficacia e toxicidade. O seu conhecimento
permite antecipar os efeitos toxicos com administracdo de doses repetidas e as interagdes
provaveis com outros medicamentos, além de permitir o céalculo da freqiiéncia de
administracao necessaria para manter estavel o seu nivel plasmatico. Essas informagdes, além
de facilitarem a extrapolagdo a espécie humana, permitem estabelecer, com mais fundamento,
as bases iniciais da terapéutica humana (Lapa et al., 2004).

O papel regulador da ANVISA ¢ essencial para evitar que medicamentos ineficazes,
nocivos e de ma qualidade atinjam o mercado e acarretem problemas como intoxicagdes,
interagdes com outros medicamentos, fracassos terapéuticos, agravamento de enfermidades
ou até¢ mesmo a morte do paciente (Netto et al., 20006).

O registro de medicamentos ¢ o instrumento que o Ministério da Satde, no uso de sua
atribuicdo especifica, determina a inscricdo prévia do medicamento na ANVISA, pela
avaliacdo do cumprimento de carater juridico-administrativo e técnico-cientifico relacionada
com a eficécia, seguranca e qualidade destes produtos, para sua introducdo no mercado e sua
comercializacdo ou consumo (Netto et al., 2006). O registro de medicamentos tem validade de
cinco anos e pode ser renovado por periodos iguais e sucessivos. A realizacao de qualquer
alteracdo, referente ao produto ou a empresa, devera ser comunicada 8 ANVISA e submetida

a nova analise técnica para aprovagao.
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A legislagdo brasileira trata o registro de fitoterapicos com a mesma seriedade
aplicada a legislacdo dos medicamentos sintéticos. Porém ainda ha varias dificuldades para o
controle de qualidade e a comprovagao de seguranga e eficacia dos fitoterapicos devido a
complexidade quimica dos derivados de drogas vegetais (Netto et al., 2006).

Espera-se que, com a implementagdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, haja mais investimentos por parte do governo, como também por parte das
industrias, privilegiando a rica flora brasileira e os conhecimentos acumulados.

A RDC n° 48 de 16 de margo de 2004 prevé, em seu anexo, a possibilidade de registro
para determinadas plantas como medicamento fitoterapico tradicional, cujo uso estaria
alicercado na tradicao popular, sem evidéncias, conhecidas ou informadas, de risco a saude do
usuario, sendo a eficécia validada através de levantamentos etnofarmacoldgicos de utilizagao
e outras documentagdes tecnocientificas. Tal possibilidade, contudo, ndo exclui a
obrigatoriedade do certificado de Boas Praticas de Fabricagdo, que valida processos de
produgdo, bem como ndo soluciona a maior parte dos problemas de impossibilidade de
registros, ja que varios medicamentos nao se encaixariam na possibilidade apresentada. Ha de
se ressaltar, entretanto, que, este mercado de FTM que é composto por produtos sem
validagdo, em termos de qualidade, eficdcia e seguranca no uso, sdo comercializados
conjuntamente a produtos certificados, com elevado valor agregado. Considerando, ainda, a
grande assimetria de informacdes a classe dispensadora resta a possibilidade do descrédito, da
desconfianga a esses produtos, relegando-os a segunda posi¢do em tratamentos de doengas,
classificando-os ainda como produtos de terapia alternativa (Ministério da saude, 2007a).

O farmacéutico comunitario possui especial relevancia na busca do uso racional das
plantas medicinais, devendo se comprometer com a utilizagdo correta do medicamento, pela
orientacdo sanitaria e pelo fornecimento de informagdes sobre o produto aos usuarios.

Igualmente cabe a este profissional enfatizar aos usudrios que todo fitomedicamento ¢ um
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medicamento, estimulando a notificacdo de eventuais rea¢des adversas e valorizar a
necessidade da farmacovigilancia desses produtos (Soares et al., 2005). Como forma de
instruir a prescrigdo e a orientacao dos produtos farmacéuticos pelos profissionais da satude ¢
importante a organizacdo de cursos introdutérios gerais sobre a fitoterapia e treinamentos

especificos sobre os produtos padronizados (Ogava et al., 2003).

CONSIDERACOES FINAIS

A idéia primordial na indicacdo do uso de FTM na medicina humana ndo ¢ substituir
medicamentos registrados e ja comercializados, mas sim aumentar a opgao terapéutica para os
profissionais da satde. A oferta de FTM registrados, com espectro de agdo adequado e com
indicacdes terapéuticas definidas, conta com a seguranga de um medicamento padronizado e

com eficacia garantida.
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Capitulo 11

Aspectos quimicos e farmacologicos de Paullinia

cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke

O capitulo trata de uma revisdo bibliografica sobre as propriedades
quimicas, fisico-quimicas, fisicas e botanicas do guarand e ainda, apresenta e

discute seus efeitos farmacologicos e toxicoldgicos.
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INTRODUCAO

Plantas medicinais produzem diferentes metabolitos secundarios (alcaldides, taninos,
flavonoides, saponinas, entre outros) e o fazem em diferentes proporcdes, dependendo das
caracteristicas edafo-climaticas. Entretanto, algumas substancias quimicas sdo especificas
para um determinado vegetal, e desta forma podem servir como parametro para sua
caracterizagdo e identificacido (GLOBBO-NETO, LOPES, 2007; MIGLIATO et al., 2007).
Para a maioria dos fitoterdpicos, os principios ativos que determinam a atividade
farmacologica do produto sdo desconhecidos. Neste caso, a droga vegetal ou extratos
derivados desta podem ser considerados o componente ativo fitocomplexo (DAVID et al.,
2004).

O guarané (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke - Sapindaceae) ¢ uma planta
brasileira originaria da regido central da Amazonia. Suas sementes contém altas
concentragdes de metilxantinas, como a cafeina, teofilina e teobromina, além de saponinas e
polifendis especialmente taninos. E utilizado como estimulante do sistema nervoso central,
em casos de estresse fisico e intelectual, como antidiarreico, diurético e antineuralgico
(HENMAN, 1982; YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007). Varios trabalhos ja foram realizados
com o interesse de se confirmar alguns dos efeitos atribuidos ao guarand. Alguns
experimentos in vivo relataram baixa toxicidade desta droga, exibindo efeitos antioxidantes,
antiamnésia (ESPINOLA et al.,1997; MATTEI et al.,, 1998; OTOBONE et al., 2005) e
potencial a¢do como quimiopreventivo na carcinogénese (FUKUMASU et al., 2006). Uma
potencial atividade antibacteriana contra Streptococcus mutans foi descrita em experimentos
in vitro, a qual pode ser utilizada na prevengdo da placa dental bacteriana (YAMAGUTI-
SASAKI et al., 2007). Alguns trabalhos relacionados a acdo desta droga no sistema nervoso

central relatam um efeito benéfico sobre a cognicdo, ndo alterando a atividade locomotora e
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uma relevante atividade antidepressiva apos tratamento cronico (OTOBONE et al., 2005;

OTOBONE et al., 2007).

HISTORICO

A familia Sapindaceae compreende cerca de 1900 espécies de 125 géneros e tem uma
distribuicao predominantemente tropical com a ocorréncia de alguns tdxons em areas
temperadas (por exemplo, Acer L., Aesculus L., Atalaya Blume, Diplopeltis Endl., Dodonaea
Mill.). A maioria das espécies sdo nativas da Asia, porém ha algumas na América do Sul,
Africa e Australia e incluem muitas espécies importantes economicamente (por exemplo, o
guarana (Paullinia cupana Mart.), lichia (Litchi chinensis Sonn.), longan (Dimocarpus longan
Lour.), pitomba (7alisia esculenta Radlk.) e rambutan (Nephelium lappaceum Poir.), a
madeira (por exemplo, Buckeyes (Aesculus L.)) ou como plantas ornamentais (Koelreuteria
Laxm., Ungnadia Endl.) (BUERKI et al., 2009; HERCULANO & MATOS, 2008; MENZEL,
2003).

O guarana ¢ natural da regido norte do Brasil, sendo encontrado principalmente na
Amazonia. As partes utilizadas sdo as sementes, secas ¢ levemente torradas. E comercializado
em quatro formas diferentes: em rama, em bastdo, em pd e na forma de xaropes e esséncias.
Além de ser muito utilizado no preparo de bebidas refrigerantes devido as suas propriedades
estimulantes, suas propriedades lipolitica e vasodilatadora o tornam adequado no preparo de
cosméticos indicados para o tratamento da celulite. O guarana ¢ ainda indicado nos casos de
esgotamento, depressdo nervosa € no combate a enxaqueca (MORAES et al., 2003).

A planta tem sido estudada ha tempos devido as suas propriedades terapéuticas. A
primeira descri¢do data de 1669, quando o missionario jesuita Jodo Felipe Betendorf esteve na
Amazonia observando os indios da regido. Estes utilizavam o guarand como bebida

diariamente devido as suas propriedades diuréticas e eficacia contra enxaqueca, febre e
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caimbras. Na metade do século XVIII, a atividade antidiarreica passou a ser explorada. A
partir dai, muitas caracteristicas desta planta passaram a ser exploradas e pesquisas em torno
da constituicdo quimica ganharam espaco (HENMAN, 1982). Por ser amplamente utilizado
no mercado farmacéutico, pelo efeito estimulante do sistema nervoso central, o guarana foi
inserido na Farmacopeia Brasileira (Farmacopeia Brasileira, 2003).

A investigagdo cientifica das propriedades do guarand iniciou em 1826 quando isolou-
se uma substancia cristalina chamada guaranina, a qual se mostrou ser a tetrametilxantina,
com a estrutura idéntica a cafeina, e quantidades relativamente grandes de teofilina e
teobromina. A partir dai os pesquisadores passaram a atribuir as propriedades medicinais do
guarana as varias xantinas e na quantidade de taninos presentes na planta, que ¢ relativamente
alta, cerca de 5-6%, o que pode explicar a acdo adstringente do guarand no trato digestivo
(HENMAN, 1982). Segundo dados farmacopeicos a droga vegetal ¢ constituida pelas
sementes contendo, no minimo, 5% de metilxantinas, calculadas como cafeina, ¢, no minimo,
4% de taninos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2003).

Curiosamente, o guarand foi consumido nos Estados Unidos e na Europa nos séculos
XVIII e XIX , e, em seguida, retirado das farmacopéias daquelas regides até o final do século
XX, quando ressurgiu em refrigerantes energéticos e comprimidos afrodisiacos para ficar
alerta. As vendas de produtos contendo guaranad continuam aumentando, apesar de algumas
preocupacgdes médicas. Os efeitos estimulantes do guarana sdo mais duradouros do que os
efeitos do café aparentemente porque no guarana estdo presentes os taninos. Nas ultimas duas
décadas ou mais, 0 guarand emergiu como um ingrediente-chave em varios esportes como
bebidas energéticas, bem como misturas que, alegadamente, causam um aumento da libido

(SMITH e ATROCH, 2007).
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ASPECTOS BOTANICOS

O guarana (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke - Sapindaceae) tem semente
globosa com 0,6 cm a 0,8 cm de didmetro, sendo coberta por uma casca, que deve ser
descartada. Os cotilédones sdo constituidos por uma epiderme unisseriada, formada por
c¢lulas alongadas tangencialmente e por um parénquima cotiledonar de células arredondadas
ou arredondado poliédricas, de 40 a 80 mm de didmetro. Contém graos de amido simples e
compostos, de formas variadas, globosos, poligonais, ovalados ou elipticos, de 10 a 25 mm de
diametro. O hilo ¢ central e por vezes ramificado. A maioria dos graos encontra-se
aglutinados e deformados devido ao aquecimento durante a torrefacio (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2003).

Sado caracteristicas do pd de guarana: cor castanho clara a castanho-avermelhada,
por¢des de células do parénquima cotiledonar, em geral isodiamétricas, amareladas, com ou
sem massas de graos de amido aglutinados, graos de amido isolados, com hilo central.
Fragmentos do tegumento, quando presentes até o limite permitido, formados por células em
palicada de paredes muito espessas e pouco pontoadas, sinuosas em vista frontal; células

pétreas agrupadas ou isoladas (Figura 1) (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2003).
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Figura 1. Paullinia cupana - A. aspecto geral da semente; B. aspecto geral dos cotilédones;
C. seccao transversal da porcdo externa de um cotilédone; epc: epiderme cotiledonar; ga:
célula contendo graos de amido; pct: parénquima cotiledonar; D. detalhe dos graos de amido;
E. células epidérmicas dos cotilédones em vista frontal; F. células parenquimaéticas dos
cotilédones; G. detalhe da seccdo transversal do tegumento da semente; cp: células pétreas;
ep: epiderme do tegumento; p: parénquima; H. células epidérmicas do tegumento em vista
frontal. As escalas correspondem: em 1 cm (A e B); 100 um (C até¢ H) (FARMACOPEIA

BRASILEIRA, 2003).
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ASPECTOS QUIMICOS E DE QUALIDADE

O guarana ¢ derivado das sementes da Paullinia cupana, uma planta sul americana
conhecida por suas propriedades estimulantes. Os efeitos estimulantes da ingestdo do guarana
sao semelhantes a cafeina, no entanto, a duracdo da acdo pode ser muito diferente com o
guarana, devido a presenca de saponinas e taninos. Além do guarand outras espécies que
contém cafeina sao noz de cola, café, cha mate e cacau. A inclusdo destas outras espeécies
vegetais no produto de guarand necessita de rotulagem e sua presenca pode ndo ser incluida
no calculo do teor de cafeina (BABU et al., 2008).

Demonstrou-se que o extrato semipurificado de guarana (EPA) possui 180.75 pg
catequina/mg de EPA, 278.875 ng epicatequina/mg de EPA) e 300,875 ng cafeina/mg de
EPA (KLEIN et al., 2012).

Na caracterizagdo do teor de cafeina no tegumento e améndoa de sementes de plantas
matrizes de guarana existentes no Instituto Agronémico de Sdo Paulo, encontrou-se que o teor
de cafeina nas améndoas foi de 2,33 + 0,38%, no tegumento 1,09 = 0,29% e nas sementes
2,15 £ 0,34% (SPOLADORE et al., 1987). J4 outro estudo teve como objetivo determinar os
teores de cafeina em diferentes marcas de guarand em p6 disponiveis comercialmente. Os
teores de cafeina nas amostras apresentaram grande variabilidade, situando-se na faixa de
9,52 a 36,71 mg/g de pd, isso se deve, possivelmente, as diferencas de procedéncia e processo
de secagem a que a matéria-prima foi submetida. Entre os consumidores de guarand em pé
esse produto pode ser considerado uma importante fonte de cafeina na dieta, e sua associagdo
com demais produtos que contém cafeina sugere que seu consumo deve ser controlado, uma
vez que controvérsias persistem quanto a dose segura de ingestdo da cafeina (TFOUNI et al.,
2007).

Amostras de sementes de guarand provenientes da regido amazodnica e secas por

diferentes métodos foram analisadas por técnicas farmacopeicas de doseamento de
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metilxantinas e dos taninos totais. O maior teor de metilxantinas foi obtido com as sementes
secas em tacho metalico por 4 horas com adi¢do de agua, enquanto que o maior teor de
taninos totais foi obtido em tacho metélico por 4 horas sem agua (USHIROBIRA et al., 2004).

Cafeina, teobromina e teofilina sdo designadas como metilxantinas e fazem parte de
um grupo de compostos por vezes classificados como alcaldides verdadeiros (alcaldides
purinicos) em razdo de sua marcante atividade bioldgica, distribuicdo restrita e presenca
estrutural de nitrogénio heterociclico (Figura 2). Entretanto, em razdo de suas origens
biogenéticas, provenientes de bases puricas ¢ ndo de aminoacidos, como também de seu
carater anfotérico, as metilxantinas sdo mais propriamente classificadas como

pseudoalcaldides (MORAES et al., 2003).
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Figura 2 — Estruturas quimicas das metilxantinas: teofilina, teobromina e cafeina.

A cafeina, identificado como 1,3,7-trimetilxantina, ¢ encontrada em grande quantidade
nas sementes de café (Coffea sp. L.), nas folhas de cha verde (Camellia sinensis (L.) Kuntze),
no cacau (Theobroma cag¢do L.), no guarana (Paullinia cupana Mart.) € na erva-mate (/lex
paraguariensis A. St.-Hil.). Embora uma parcela pequena da populagao consuma cafeina na
forma de farmacos, como por exemplo, em antigripais, grande parte deste alcaldide ¢ ingerida

na forma de bebidas. Apresenta acdo farmacologica variada provocando, dentre outros efeitos,
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alteragdes no sistema nervoso central e sistema cardiovascular. Estes efeitos podem ser
descritos como aumento da capacidade de alerta e redugdo da fadiga, com concomitante
melhora no desempenho de atividades que requeiram maior vigilancia. Em contrapartida, o
consumo de cafeina pode afetar negativamente o controle motor e a qualidade do sono, bem
como causar irritabilidade em individuos com quadro de ansiedade. Seu consumo regular
parece elevar a pressdo arterial de forma persistente e, desta forma, individuos com
hipertensdo, doenga coronariana e arritmia cardiaca deveriam ser encorajados a reduzir seus
niveis de ingestdo de cafeina. Com relagdo a homeostase de célcio, dados indicam que a
cafeina ndo ¢ prejudicial ao metabolismo 6sseo de individuos cujo consumo de calcio ¢
adequado as suas necessidades metabodlicas. Seu consumo moderado (maximo de 4,6 mg/kg
de peso), praticado por adultos saudaveis em idade reprodutiva, ndo esta associado a efeitos
adversos (DE MARIA e MOREIRA, 2007).

Taninos sdo substancias fendlicas soluveis em agua que apresentam a habilidade de
formar complexos insoliiveis em agua com alcaldides, gelatina e outras proteinas. Tais
compostos possuem importancia, pois sdo responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e
outros produtos vegetais. Tradicionalmente sdo classificados segundo sua estrutura quimica
em dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Os taninos hidrolisédveis sdo
caracterizados por um poliol central, geralmente B-D-glucose, cujas fun¢des hidroxilas sao
esterificadas com o acido galico. J4 os taninos condensados sdo oligdmeros e polimeros
formados pela policondensacdo de duas ou mais unidades flavan-3-ol e flavan-3,4-diol. Essa
ultima classe de taninos também ¢ denominada como proantocianidinas (SANTOS &
MELLO, 2007).

Os taninos condensados exercem efeitos tanto positivos quanto negativos sobre a

digestibilidade e desempenho dos animais, dependendo tanto da quantidade quanto da
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atividade biologica dos taninos presentes na planta (SCHOFIELD, MBUGUA E PELL,
2001).

O guarana ¢ amplamente comercializado como medicamento fitoterapico, porém a
analise de amostras comerciais demonstra que muitas vezes esses medicamentos estdo fora
das especificagdes farmacopeicas de qualidade. Isto demonstra a necessidade de
implementagao de técnicas quantitativas no controle de qualidade fisico-quimico de matérias-
primas vegetais, além da necessidade de qualificar os fornecedores destes materiais e também
reforgam a idéia de que empresas farmacéuticas que adquiram estes produtos devam ter maior
critério para o uso das mesmas, armazenando-as ¢ manipulando-as de forma adequada e
realizando o controle de qualidade adequado (BARA et al., 2006).

Para que o guarana atenda as exigéncias de mercado ele deve ser produzido em larga
escala, e ha uma preocupagao na realizagao de testes analiticos de controle de qualidade que
sejam precisos, sensiveis, reprodutiveis, de facil execugdo e baixo custo, tanto para a analise
da droga vegetal, quanto para a andlise de extratos e derivados. Diversos sdo os testes
analiticos farmacopeicos utilizados para caracterizar a droga vegetal: perda por dessecagdo,
teor de extrativos, teor de residuo seco e teor de metilxantinas e taninos totais.
Espectrofotometria na regido do UV e andlises cromatograficas por CCD e CLAE também
sdo realizadas, confirmando a necessidade de estabelecimento de um perfil cromatografico
para a padronizacdo de extratos vegetas (ANDRADE et al., 1999; ANTONELLI-
USHIROBIRA et al., 2004; PELOZO, CARDOSO, MELLO, 2008).

Sob condi¢des ideais a eletroforese capilar pode alcangar alta eficiéncia, baixo custo
por analise, rapidez, sensibilidade e menor utilizag@o de solventes organicos (SOMBRA et al.,
2005). Anteriormente, Kofink, Papagiannopoulos e Galensa (2007) empregaram a
eletroforese capilar na anadlise de guarand demonstrando a separagdo quiral dos enantiomeros

catequina e ent-catequina, epicatequina e ent-epicatequina, com as condicdes: capilar de silica
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fundida 75 pm L.D. x 375 um O.D., cortado em 50 cm, com comprimento efetivo de 40 cm,
solucdo eletrolitica de 100 mmol 1" tampéo borato (pH 8,5) adicionado de 12,0 mmol 1™ (2-
hidroxi)-propil-y—ciclodextrina, voltagem de 18 kV, detec¢ao em 280 nm, temperatura de 20
°C, injecao de amostra por pressao por 3 s a 0,3 psi. Recentemente, Ito desenvolveu método
cromatografia eletrocinética micelar na separacdo e padronizagdo de um extrato
semipurificado de guarana (EPA) e demostrou ser eficiente na separagdo quiral da catequina,
epicatequina, procianidina B1, B2 e B4, bem como da cafeina (ITO, 2011).

As técnicas termoanaliticas (termogravimetria (TG)/termogravimetria derivada e
calorimetria exploratoria diferencial) mostram-se como ferramentas potenciais para a
obten¢do de parametros tecnologicos, como técnicas analiticas de controle de qualidade, na
anélise do teor de umidade e cinzas (ARAUJO et al., 2006).

Um método por CLAE de identificacdo e quantificagdo de marcadores foi
desenvolvido para andlise de guarand em bebidas refrigerantes e se baseia ndo somente na
quantidade de cafeina presente, mas também na razdo de cafeina/teofilina presente nas
amostras. O método inclui extragdo em fase solida e separacdo em fase reversa da cafeina e
teofilina por CLAE (MARX & MAIA, 1990). Outro método por CLAE com extrato
semipurificado de guarand (EPA) foi desenvolvido e demonstrou ser eficiente, reprodutivel,
robusto (KLEIN et al., 2012).

O ensaio quimico de uma fragdo semipurificada de guarana por ressonancia magnética
nuclear (RNM) mostrou a presenca das seguintes substincias: cafeina, epicatequina,
catequina, enf-epicatequina e procianidinas Bl, B2, B3, B4, A2 e Cl (Figura 3)
(ANTONELLI-USHIROBIRA et al. 2007; YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007).

Ha uma grande preocupacdo com a qualidade das drogas vegetais ja que diversas
amostras comerciais apresentam contaminagdo fungica elevada, tornando o produto improprio

para consumo, mesmo quando em embalagens originais da induastria. Nao ha limites de
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contaminagdo fingica em amostras de guarana especificamente na legislacdo brasileira,
tampouco existe qualquer mengao a forma de comercializagdo ou acondicionamento. Uma
maneira de diminuir tal problema seria a ionizagdo (raios gama) desses materiais vegetais
evitando o risco de contaminacao de consumidores e fabricantes, sendo util na comprovagao
da qualidade sanitaria do produto (AQUINO et al., 2007).

Diversas sdo as técnicas de secagem dos extratos vegetais e um cuidado deve ser
tomado com relacao as temperaturas utilizadas nesses processos de secagem. Pesquisadores
relatam a técnica de secagem em leito fluidizado e que ha uma temperatura 6tima de secagem
de extratos que ¢ de 120 °C (PAGLIARUSSI, BASTOS e FREITAS, 2006).

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) representam uma importante classe
de carcindgenos quimicos formados durante a combustdo incompleta de material orgénico e
que ocorrem como contaminantes em diferentes tipos de alimentos, devido principalmente a
poluicao ambiental e alguns tipos de processamentos como a defumacdo, a secagem e a
torrefacdo. Durante o processamento das sementes de guarand podem surgir tais substancias
como contaminantes quimicos. Os HPAs foram detectados em 81% das amostras de guarana
analisadas, com niveis variando de 0,05 a 8,04 pg/kg. Os resultados indicam que o tipo de
processamento utilizado durante a manufatura do guarand em p6 pode resultar na presenca

desses contaminantes no produto final (CAMARGO et al., 2006).
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PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS

Certas plantas e produtos fitoterapicos, vendidos como suplementos alimentares, sao
medicamentos populares muitas vezes com uso abusivo ¢ anunciados como seguros € com
apelo ao natural. Como muitos suplementos alimentares, no entanto, estas substancias sdo
regulamentadas, porém sem estudos de seguranca e podem ter efeitos clinicos estimulantes e
alucindgenos, mas sitios da Internet continuam a tornar esses produtos facilmente disponiveis
e acessiveis. Uma grande variedade de suplementos para perda de peso sao comercializados
com alegacdes de eficacia. A falta de dados de seguranca e/ou mesmo de eficacia dos muitos
ingredientes encontrados nestes produtos, mesmo os ingredientes mais frequentemente
incluidos, ¢ causa de preocupacgdo. Uma série de eventos adversos sao relatados com o uso do
guarana ¢ incluem irritabilidade, palpitagdes, ansiedade e disturbios do sistema nervoso
central (PITTLER, SCHMIDT e ERNST, 2005; SHARPE et al., 2006; RICHARDSON,
SLONE E MICHELS, 2007).

Preparagdes contendo guarand em conjunto com outras drogas vegetais sdo muito
utilizadas para perda de peso (ANDERSEN & FOGH, 2001), estimulante do organismo,
energético, tonico e afrodisiaco (OLIVEIRA et al., 2005), efeitos psicoativos na melhora da
fadiga mental e cognicdo (KENNEDY et al., 2004; KENNEDY et al., 2008).

Em estudo para verificar os efeitos agudos do guarana na cognic¢do, ansiedade e sono
em voluntdrios normais, os resultados foram negativos, sugerindo a necessidade de estudos
com tratamentos cronicos, como utilizado popularmente (GALDUROZ E CARLINI, 1994).
J& avaliando a administragdo cronica do guarand sobre a cogni¢do de voluntarios normais e
idosos, os resultados ndo causaram alteracdes suficientes para caracterizar qualquer
manifestagdo clinica detectavel. No entanto, duas questdes podem explicar essas falhas: o
tempo de tratamento com guarand foi insuficiente, e que os testes utilizados ndo foram

suficientemente sensiveis para detectar as alteragdes esperadas (GALDUROZ E CARLINI,
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1996). Segundo Ernst (2006) muitas drogas vegetais sao utilizadas no tratamento de
ansiedade porém a P. cupana nao demonstra qualquer atividade em quadros de ansiedade
(ERNST, 2006).

Extratos bruto e semipurificado de guarana apresentam efeito antidepressivo com o
tratamento cronico comparavel ao do antidepressivo imipramina. Sugere-se que estes efeitos
ndo podem ser relacionados com as metilxantinas presentes porque os resultados obtidos com
a cafeina isoladamente sdo diferentes daqueles encontrados com a administragao dos extratos.
Assim, alguns taninos condensados, que foram isolados da fra¢do semipurificada poderiam
ser os responsaveis por esta atividade, ja que podem agir no sistema nervoso central porque
conseguem atravessar a barreira hemato-encefadlica (JOHNSTON, BEART, 2004;
FUNDACAO UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA, 2000; OTOBONE et al.,
2007; YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007). Sugere-se que um outro mecanismo que nao o de
bloqueador de agonista de adenosina, adenosina ciclopentil (CPA), esteja envolvido na
atividade antidepressiva do guarana, pois a cafeina e ndo o guarand apresenta este mecanismo
(CAMPOS et al., 2005).

O extrato semipurificado demonstrou também capacidade antioxidante e potencial
atividade antibacteriana contra Streptococcus mutans, atividade que pode ser utilizada na
prevencao da placa dental bacteriana. Os resultados da atividade antioxidante e antibacteriana
contra S. mutans demonstraram que as atividades sdo diretamente proporcionais a quantidade
de polifendis presentes no extrato (YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007). Também foram
testados in vitro os extratos e substincias isoladas contra Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, e mesmo em concentragdes de até¢ 1000
mg/ml, ndo houve atividade contra esses microrganismos (ANTONELLI-USHIROBIRA et
al., 2007). Trabalho clinico avaliou a atividade do extrato aquoso produzido com sementes de

guarand a 5 e 7,5%, sobre a formacdo de placa bacteriana dentaria, comparando-o com o
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gluconato de clorexidina a 0,12%, empregando-se o bochecho como forma aplicativa. A
atividade antiplaca foi determinada segundo do método de Greene e Vermillion através do
indice de higiene oral simplificado em individuos livres de caries e doengas periodontais. Os
resultados analisados comprovaram estatisticamente a eficiéncia dos extrativos de guarand em
relagdo ao controle positivo (BARBOSA & MELLO, 2004).

O guarana apresenta as seguintes propriedades: atividade antioxidante, um possivel
efeito antidepressivo, efeito positivo sobre transtorno do panico, € para produzir reversao
parcial da amnésia induzida por escopolamina (FUNDACAO UNIVERSIDADE
ESTADUAL DE MARINGA, 2000; OTOBONE et al., 2005; MENDES, CARLINI, 2007;
KENNEDY et al., 2008; AUDI et al., 2010; RONCON et al., 2011;).

O guarand (suspensao do po) aumenta significativamente a capacidade fisica de ratos,
mesmo quando submetido a uma situacao estressante, como a natacdo forcada e apos 100 e
200 dias de tratamento e ¢ capaz de reverter parcialmente amnésia causada pela
escopolamina, medido através de um teste evasdo passiva em camundongos e ratos, indicando
um efeito positivo sobre a memoria e auséncia de toxicidade do guarana nas condic¢des
testadas (ESPINOLA et al., 1997).

O guarand ndo apresenta efeitos toxicos em ratos e camundongos apds a administragdo
aguda e cronica. A auséncia de toxicidade de guarand também foi demonstrada por exame
histopatologico, nenhuma alteragdo foi detectada no coragdo, pulmao, estdbmago, intestinos,
figado, pancreas, rins, bexiga e baco (MATTEI et al, 1998; OTOBONE et al., 2005;
ANTONELLI-USHIROBIRA et al., 2010). Uma formulacdo fitoterapica contendo
Anemopaegma mirandum (Cham.) Mart. ex DC. (catuaba), Cola nitida A. Chev. (néz de
cola), Passiflora alata Curtis (maracuja), Paullinia cupana Mart. (guarand), Ptychopetalum
olacoides Benth. (marapuama) e cloridrato de tiamina (Nerviton®) foi investigada quanto aos

potenciais efeitos toxicos e os resultados mostraram que a formulacdo ndo causou efeitos
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toxicos quando administrado por via oral em doses repetidas (MELLO, MELLO E
LANGELOH, 2010).

Assim como em outras espécies, o guarand tem sido utilizado pelo seu efeito
adaptégeno e por isso muito Util em casos de dependéncia de drogas, particularmente para
aliviar a ressaca do abuso de bebidas alcoolicas (CARLINI et al., 2006).

O guarana foi testado para sua capacidade de induzir toxicidade in vitro em células de
ovario de hamster chinés e cé€lulas bacterianas (Photobacterium phosphoreum). Os efeitos
citotoxicos de extratos aquosos de guarana foram avaliados e os resultados sugerem que, in
vitro, a concentracao de guarana ¢ de fundamental importancia na sua atividade citotoxica e
doses elevadas podem ser prejudiciais para a saide humana (SANTA MARIA et al., 1998).

O extrato de guarand tem uma propriedade gastroprotetora e oferece beneficios
terapéuticos muito melhores que a cafeina nos disturbios gastrointestinais (CAMPOS et al.,
2003). Apresenta também diversas substancias com propriedades sabidamente
quimiopreventivas e antineopldsicas, como as metilxantinas e polifendis, e pode agir como
quimiopreventivo na carcinogénese, reduzindo a expansdo de células preneopldsicas,
diminuindo a proliferagdo e aumentando a apoptose das células tumorais, consequentemente,
reduzindo a area do tumor (FUKUMASU et al., 2006; FUKUMASU et al., 2008). Teve um
efeito protetor contra danos no DNA induzidos por DEN (Nitrosodietilamina) em figado de
rato (FUKUMASU et al., 2006a). Exibe interessantes atividades antibacteriana e antioxidante,
(MATTEI et al., 1998; BASILE et al., 2005) e pode ser utilizado como um aditivo em
alimentos naturais, cosméticos ¢ em medicamentos (MAJHENIC, SKERJET, KNEZ, 2007).

O guarani foi colocado entre as plantas com atividade psicoanalépticas (estimulantes)
com énfase em propriedades anorexigenas ou propriedades de redugdo de peso. O guarana,
gracas ao seu conteido em metilxantinas, ¢ capaz, entre outros efeitos, de bloquear a

adenosina e receptores que inibem a fosfodiesterase, que aumenta a¢des de noradrenalina
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(CARLINI, 2003). O consumo de guarana ¢ capaz de induzir mudancas no metabolismo
lipidico, mas as substancias que realmente induzem as altera¢des relatadas parece estar
envolvidas com o conteudo de metilxantinas do extrato (LIMA et al., 2005). O extrato seco de
guarana (ESG) ¢ rico em cafeina, a qual vem sendo utilizada em formulagdes tdpicas
destinadas a prevencao e tratamento da lipodistrofia gindide porque causa aumento do nimero
de vasos sanguineos na derme (CHORILLI et al., 2004). A liberagdo transdérmica simultanea
das principais substancias presentes nos extratos de guarana foi estabelecida, com taxas de
penetracao sendo altamente dependentes da concentracao e do veiculo (HEARD et al., 2006).

Héa relatos de que extratos comerciais de guarand influenciam a ligacdo de
radiofarmacos, tais como o acido technetium-99m-dimercaptosuccinico (99mTc-DMSA), nos
constituintes celulares do sangue. O mecanismo desta agao nao esta completamente elucidada,
mas sugere-se que o extrato pode afetar os sitios de acdo dos radiofarmacos (FREITAS et al.,
2007).

Em avaliacdo do efeito do extrato de guarand nos sintomas de fadiga e de depressao
induzidos pela quimioterapia em pacientes com tumores solidos, 0 mesmo ndo se mostrou
benéfico para a prevencdo de fadiga ou de sintomas de depressdo relacionados a
quimioterapia sistémica (MIRANDA et al., 2008).

Segundo Nicoletti et al. (2007) algumas interacdes medicamentosas tém sido
atribuidas ao guarana: ele potencia a acdo de analgésicos e, quando administrado com

anticoagulantes pode inibir a agregacdo de plaquetas aumentando o risco de sangramento.

CONCLUSAO
O guarand ¢ uma planta brasileira de utilizacdo mundial e tem sido amplamente
utilizado nas industrias alimenticia e farmacéutica. Tem sido atribuido ao guarana diversos

efeitos farmacoldgicos e suas caracteristicas fisicas, fisico-quimicas e quimicas ja estdo
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bastante elucidadas. Devido ao grande interesse industrial pelo produto, grande quantidade de

estudos sdo publicados.
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Capitulo 111

Development of an analytical method using reversed-
phase HPLC-PDA for a semipurified extract of

Paullinia cupana var. sorbilis (guarana)

O capitulo III trata do desenvolvimento de um método analitico para
quantificacdo dos marcadores quimicos catequina e epicatequina em extrato
semipurificado de guarana (EPA) e a validagdo deste método analitico para

posterior padroniza¢dao quimica do extrato.
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ABSTRACT

The Neotropical plant ‘guarand’ has been widely used in medicine, cosmetics, and industry
because of its versatile biological activities. These effects are mainly attributed to the
presence of polyphenols. An efficient, precise, and reliable method was developed for
quantification of the polyphenols catechin and epicatechin in guarand extract solution, using
HPLC-PDA detection. The ideal conditions for the analysis of a semipurified extract of
guarand (EPA), using solutions of 0.05% TFA-water (phase A) and 0.05% TFA in
acetonitrile:methanol (75:25, v v'') (phase B) as mobile phases were established. Gradient
reversed-phase chromatography was performed using a guard cartridge (C18, 4.6 x 20 mm, 4
um) and column (C18, 250 x 4.6 mm, 4 pm), flow of 0.5 mL min" and detection at 280 nm.
The main validation parameters of the method were also determined. The method was linear
over a range of 18.75-300 pg mL" for catechin and epicatechin, with detection limits of 0.70
and 0.88 pg mL" and quantification limits of 2.13 and 2.67 pg mL", respectively. The
method also showed consistent mean recoveries of 91.3+3.8%, 2.14 RSD and 93.4+3.1, 2.74
RSD of catechin and epicatechin respectively. The relative standard deviations were relatively
low: intra-day (0.72% and 0.66% for catechin and epicatechin, respectively) and inter-day
(0.93% and 0.75% for catechin and epicatechin, respectively). The semipurified extract
showed catechin, epicatechin, and caffeine contents of 180.75, 278.87, and 300.87 pg mg’,
respectively. The results demonstrated the efficiency, precision, accuracy, and robustness of
the proposed method. The solutions remained stable for a sufficient time (one week) to

complete the analytical process.

Key words: Paullinia cupana; HPLC-PDA; Analytical validation; Polyphenols.



72

1. Introduction

The guarana plant (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke, Sapindaceae) is
widely distributed in the Amazon region and also grows in northeastern Brazil, including the
state of Bahia. Its seeds, used in popular medicine, contain large amounts of methylxanthines
including caffeine, theophylin and theobromin, saponins, and polyphenols, especially tannins
[1,2]. Guarana extract is used as a stimulant of the central nervous system, in cases of
physical and mental stress, and as an antidiarrheal, diuretic, and antineuralgic [1,3]. The
antidepressive effect has been reported to be comparable to that of the tricyclic antidepressant
imipramine, and with a beneficial effect on cognition, without altering locomotor activity [4-
8]. Guarana extract also shows low toxicity, with antioxidant and antiamnesiac effects [5,6,9-
11], potential effect as a chemoprophylactic in carcinogenesis [9], and potential
antibactericidal activity against Streptococcus mutans, a cause of bacterial dental plaque [3].

Chemical assay of a semipurified fraction of guarand (EPA) showed the presence of
caffeine, epicatechin, catechin, ent-epicatechin and procyanidins B1, B2, B3, B4, A2 and ClI
[2,3]. This fraction showed an antidepressant effect on animals that received chronic
treatment. This activity could not be related to the methylxanthins present, because when
caffeine is tested in isolation, the effects differ from those of the EPA fraction. This suggests
that the activity results from the presence of other constituents, and the condensed tannins
may be the responsible agents; condensed tannins can cross the blood-brain barrier and act on
the central nervous system [2,5,6,12]. Previous studies found that the EPA fraction of guarana
caused no toxicity in rats at the smallest dose evaluated (30 mg kg'l) [13].

The potential for using guarana in a wide range of medicinal applications justifies the
interest in the quality control and standardization of its preparations. Capillary electrophoresis

[14,15], mass spectrometry, and high-performance liquid chromatography (HPLC) [16,17]
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have been used to analyze the polyphenols, but the analytical procedures were complex, with
long analysis times and dependent on the use of several polyphenols, analytical standards, and
expensive reagents. Some analytical methods have employed HPLC to analyze Paullinia
cupana, but most of them describe the separation of methylxanthines [14,18-20].
Polyphenols, mainly tannins, have been isolated from other plants, but the method is often
time-consuming (30 to 36 min [21]; 50 min [22]; 55 to 106 min [23]).

The aim of the present study was to develop and validate a reversed-phase HPLC-
photodiode array (PDA) method for the separation and quantification of the catechin and
epicatechin constituents in semipurified extract of guarana. The main validation parameters of

the method were also determined.

2. Experimental

2.1 Chemicals and reagents

Methanol and acetonitrile (J.T. Baker; HPLC grade), water filtered through a Milli-Q
apparatus (Millipore), and trifluoroacetic acid (TFA) (J.T. Baker) were used as the mobile
phase. Analytical-grade standards of catechin, epicatechin, and caffeine (Sigma) were used as
external standards. Procyanidins B1 and B2 were isolated and identified by Ushirobira et al.
[2] and Yamaguti-Sasaki et al. [3]. Acetone and ethyl acetate (Merck; analytical grade) were

also used.

2.2 Apparatus
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High performance liquid chromatography analyses were performed using a Thermo
HPLC equipped with pumps and an integral degasser (Finnigan Surveyor LC Pump Plus),
PDA spectrophotometric detector module (Finnigan Surveyor PDA Plus Detector), controller
software (Chromquest) and autosampler (Finnigan Surveyor Autosampler Plus) equipped
with a 10 pL loop and 10 pL injection. Chromatographic separation was accomplished using
a Phenomenex® Synergi POLAR — RP 80A stainless-steel analytical column (250 X 4.6 mm,
4 pm) and a Phenomenex® C18 guard cartridge system (4 um, 4.6 x 20 mm). The mobile
phase used was a gradient system of 0.05% TFA-water (phase A) and 0.05% TFA-
acetonitrile:methanol (75:25, v v'') (phase B), previously degassed using an ultrasonic bath.
The gradient system was established and demonstrated in the Results and Discussion sections.
Gradient separation was performed at a flow rate of 0.5 mL min". Another HPLC analysis
was carried out using a different column, a Waters X Bridge™ C18 (100 x 4.6 mm, 5 pm)
and a Waters X Bridge™ C18 guard cartridge system (5 pm, 4.6 x 20 mm).

For the interlaboratory HPLC assay, a different apparatus was used, a Gilson HPLC
system consisting of a Model 321 pump, a Model 156 variable-wavelength UV/Vis detector, a
Rheodyne manual injection valve with a 10 uL loop, Model 184 degasser, a Model 831

thermostatted column compartment, and Unipoint LC system software.

2.3 Preparation of the EPA extractive solution

Guarana samples obtained in the municipality of Alta Floresta, state of Mato Grosso,
Brazil, were used to prepare the acetone:water (70:30) extractive solution (ES), by turbo
extraction (Ultra-Turrax UTC115KT, IKA Works, Wilmington, NC, USA). After the organic
solvent was removed, the remaining solid material was lyophilized (EBPC; patent pending

P10006638-9). The EBPC (crude extract) was partitioned with ethyl acetate, resulting in an
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ethyl-acetate fraction (EPA) [4,13]. The EPA was extracted with solid-phase extraction
(SPE). A 2.00 mg portion of EPA was diluted in 1 mL of 20% methanol and was passed
through the SPE cartridge and diluted in 25 mL of 20% methanol. A 10 pL aliquot was

analyzed by HPLC.

2.4 Method validation

For validation of the analytical method, the guidelines established by the ICH
(International Conference on the Harmonization of Technical Requirements for the
Registration of Pharmaceuticals for Human Use) and by Brazilian regulation RE 899/2003 of

the National Health Surveillance Agency (ANVISA) were employed [24,25].

2.4.1 Linearity

Linearity was determined by the calibration curves obtained from the HPLC analyses
of the standard solutions of catechin and epicatechin. The range (interval between the upper
and lower concentrations of analyte in the sample) of the appropriate amount of samples was
determined. The slope and other statistics of the calibration curves were calculated by linear
regression and analysis of variance (ANOVA).

The catechin and epicatechin standards were dissolved in 20% methanol to give
concentrations of 18.75, 37.5, 75.0, 150, and 300 pg mL™". The solutions were filtered through
an FHLPO01300 20 um membrane filter (Millipore). Evaluation of each point was conducted

in five replicates, and the calibration curve was fitted by linear regression.

2.4.2 Limit of detection and limit of quantification
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The limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) were calculated based

on the standard deviation (SD) and the slope (S) of the calibration curve based on equations

(1) and (2).
LOD = (3.3xSD) /S Equation (1)
LO@Q = (10x5D)/S Equation (2)

2.4.3 Precision

The precision of the method was determined following ICH guidelines. Precision was
evaluated at three levels: repeatability, intermediate precision, and reproducibility. The
standard deviation (SD) and relative standard deviation (RSD) of six injections at 100% of the
test concentration were evaluated and analyzed intra-day and inter-day, and with different

analysts and different apparatus.

2.4.4 Accuracy

The accuracy was determined by recovery analyses, adding measured amounts of
catechin (100, 50, and 25 pg mL™") and epicatechin (100, 50, and 25 pg mL™') to EPA
extractive solution samples. The recovery experiments were performed in triplicate. The
recovery data were determined by dividing the value obtained for the sample prepared with

the added standard, by the amount added, and then multiplying by 100% [24].

2.4.5 Robustness
The robustness was determined for variations in flow rates, for 0.495 mL min” and
0.505 mL min"'. The Tukey test of ANOVA was performed to evaluate whether the flow

variations altered the results of the HPLC analysis.
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2.4.6 Stability

The stability of the EPA extractive solutions was determined over a period of four
weeks. A 2.00 mg portion of EPA was diluted in 1 mL of 20% methanol. This solution was
passed through the SPE cartridge and diluted in 25 mL of 20% methanol. The samples were

stored at room temperature, exposed to light. A 10 uL aliquot was analyzed by HPLC.

2.5 EPA extractive solution quantification

The catechin, epicatechin and caffeine calibration curves were utilized to quantify the
EPA extractive solutions. The EPA extractive solutions were analyzed by HPLC in six
replicates. The catechin, epicatechin, and caffeine peaks were quantified by linear regression

of the standards.

3. Results and discussion

In this study, the same mobile phase, column, and other chromatographic conditions
were employed throughout. The chromatograms were obtained from several different mobile
phases and flows tested (Table 1), in order to establish the ideal conditions for the analysis of
the EPA extractive solution. All analyses were performed at 210 and 280 nm. The standard
peaks and the EPA multiple peaks were analyzed in the wavelength range of 200-400 nm. The
spectra were observed, and the 280 nm wavelength was employed in all subsequent analyses.
Different gradient systems and analysis times were tested. System G showed the best
performance in the separation of EPA multiple peaks, with a possible shorter analysis time.

Trifluoroacetic acid (TFA) increased the definition of the peaks, compared with acetic

and phosphoric acids. System C showed good separation and peak definition. Acetonitrile is
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an expensive solvent, and we tested mixtures with acetonitrile and methanol. System G gave
the best results in the HPLC analysis.

The mobile phases of system G were: Phase A, water plus 0.05% TFA; Phase B,
methanol:acetonitrile (25:75) plus 0.05% TFA. The gradient system of the HPLC analysis
was established as: 0 min, 80:20 (A:B); 20 min, 74:26 (A:B); 21 min, 80:20 (A:B); 24 min,
80:20 (A:B). The EPA chromatogram obtained at the 280 nm wavelength and 0.5 mL min™ is

shown in Fig. 1.

Insert Table 1

Insert Fig. 1

Evaluation of the EPA by HPLC-PDA was indispensable to define certain parameters.
By this means, the UV spectra of the catechin and epicatechin peaks of the EPA fraction were
obtained (data not shown). Comparison of these spectra indicated that these compounds
showed two bands that were very similar to the profile found for the catechin and epicatechin
standards.

The Waters X Bridge™ C18 column (100 x 4.6 mm, 5 pm) was tested in an attempt to
decrease the time required and the volume of solvent used during the analysis. However,
under conditions C, D, E, F, G, and H (Table 1) it was not possible to obtain separation of
catechin and epicatechin, and therefore this column was not used for the subsequent analyses.

For the validation of an analytical method, the ICH guidelines recommend that tests
for specificity, linearity, accuracy, precision, LOD, and LOQ of the method be performed

[24].
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The linearity of the HPLC method, catechin and epicatechin at five concentration

levels was investigated. The results are presented in Table 2.

Insert Table 2

The calibration curves for catechin and epicatechin were linear in the range 18.75-300
ng mL'. The representative linear equations for catechin and epicatechin were
y=141240+62438x (n=5; 1°=0.9980; RSD=2.21%) and y=-153220+69637x (n=5; r’=0.9918;
RSD=4.53%), respectively. According to the Analytical Methods Committee (AMC), a value
of regression coefficient close to unity is not necessarily the outcome of a linear relationship,
and in consequence the test for the lack of fit should be applied. This test evaluates the
variance of the residual values [26]. The ANOVA for catechin and epicatechin linearity is
presented in Table 3. The F value for lack of fit was smaller than the tabulated F value for the
95% confidence level (0=0.05), and therefore, according to the ANOVA test, the linear
regression showed no lack of fit.

The epicatechin RSD% of the slope was 4.53%. This value is within the limit set by
ICH and ANVISA, which is up to 5%. The negative b value was in the 95% confidence
interval of the calibration curve by the ANOVA test. These results (RSD% and negative b
value) indicate that the reproducibility of the method and compound purity are within
acceptable limits. The intercept (b value) confidence interval of the calibration curve of
epicatechin was -334848 to 28401.69. The value obtained in the experiments was within the
confidence interval (b value was -153220). Similarly to epicatechin, the RSD% of the slope
and the b values of the calibration curves of catechin and caffeine were within the limits

established by the validation guidelines.
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Insert Table 3

The values of LOD, taken as the lowest absolute concentration of analyte in a sample
which can be detected but not necessarily quantified as an exact value under the stated
experimental conditions, were 0.70 pg mL™ for catechin and 0.88 pg mL™ for epicatechin.
The values of LOQ, taken as the lowest amount of analyte in a sample which can be
quantitatively determined with suitable precision and accuracy under the stated experimental
conditions, were 2.13 ug mL™ for catechin and 2.67 pg mL™ for epicatechin.

The repeatability and intermediate precision were determined by evaluation of the
precision and the SD and RSD of six determinations at 100% of the test concentration.
Repeatability expresses the precision under the same operating conditions over a short
interval of time. Intermediate precision, expressed as inter-laboratory variations with different
analysts and different apparatus, was evaluated. The results are shown in Table 4. The data
were evaluated by one-way ANOVA. Statistical comparison of the results was performed
using the P-value of the F-test. Since the P-value of the F-test was always greater than 0.05,
there was no statistically significant difference between the mean results obtained from one
time of day to another at the 95% confidence level. This procedure was performed to detect
any other problems that would be encountered in a reproducibility study. The variations in
ambient factors that are expected to occur in practice were simulated, and the results

confirmed the precision and reproducibility of the method [27].

Insert Table 4

The accuracy of the HPLC method for the analysis of recovery assay was determined

by the preparation of a simulated sample containing a known quantity of catechin and
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epicatechin. The recovery of an added standard solution at three levels of concentration (100,
50, and 25 pg mL™") was performed (91.3+3.8%, 2.14 RSD and 93.4+3.1, 2.74 RSD of
catechin and epicatechin, respectively). The results refer to the mean of three assays, and they
were in good agreement with the results required for complex matrices (80—-120%) [24].

The robustness should be evaluated during the development of the HPLC method, and
it should demonstrate the reliability of analysis with respect to deliberate variations in the
parameters of the methods [24]. The Tukey test evaluates whether a difference exists among
the different levels of a factor. At the 5% level, there were no significant differences in the
area of the curve and the retention time of catechin and epicatechin when the flow of the
mobile phase was varied, from 0.500 mL min” to 0.495 and 0.505 mL min™". Therefore, the
method proved to be robust for the substances analyzed, under the conditions evaluated.

To demonstrate the stability of the working solutions during the analysis, the EPA
extractive solutions were analyzed over a period of four weeks while they were stored at room
temperature (22+3 °C) with exposure to natural light. The results are shown in Fig. 2. The
retention times and peak areas of the drugs remained almost unchanged, and no significant
degradation was observed during the course of one week, suggesting that these solutions

remained stable for a sufficient time to complete the analytical process.

Insert Fig. 2

For quantification of the EPA extractive solution, the calibration curves of catechin,
epicatechin, and caffeine were analyzed. The calibration curves of catechin and epicatechin
are shown in Table 2.

The calibration curve of caffeine was linear in the range 3.125-100 pg mL". The

representative linear equation for caffeine was y=165590+239600x (n=5; r°=0.9930;
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RSD=4.37%) (Table 2). The ANOVA for caffeine linearity is given in Table 3. These results
showed that the curve was linear and there was no lack of fit in the linear regression (Table
3).

The quantification of the EPA extractive solution demonstrated that it contained 14.46
ng mL™" of catechin (180.75 pg catechin mg™ of EPA), 22.31 pg mL™ of epicatechin (278.87
ug epicatechin mg” of EPA), and 24.07 pg mL™" of caffeine (300.87 pg caffeine mg” of

EPA).

4. Conclusion

A reversed-phase HPLC-PDA method was developed to determine the amount of
catechin and epicatechin in the Paullinia cupana EPA semipurified extract. Because of the
complexity of the extract and in order to eliminate column-blocking compounds, a cleaning
step with solid-phase extraction was included in the sample preparation protocol.

The method was validated according to the ICH guidelines and Brazilian regulations.
In this study, the HPLC-PDA method proved to be simple, sensitive, accurate, linear, precise,
reproducible, repeatable, specific, and with robust stability. These results indicate that this
method is suitable for the determination of catechin and epicatechin in Paullinia cupana

semipurified extracts.
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Table 1. Mobile phases and flows tested in separation of EPA extractive solutions

System | Phase A Phase B Flow (mL min™)
A Water + 5% acetic acid | Methanol + 5% acetic acid 0.8
Water + 0.5%
B Methanol + 0.5% phosphoric acid 0.8
phosphoric acid
C Water + 0.05% TFA Acetonitrile + 0.05% TFA 0.5and 0.8
Methanol/acetonitrile (50/50) +
D Water + 0.05% TFA 0.5
0.05% TFA
Methanol/acetonitrile (40/60) +
E Water + 0.05% TFA 0.5
0.05% TFA
Methanol/acetonitrile (30/70) +
F Water + 0.05% TFA 0.5
0.05% TFA
Methanol/acetonitrile (25/75) +
G Water + 0.05% TFA 0.5
0.05% TFA
Methanol/acetonitrile (75/25) +
H Water + 0.05% TFA 0.5

0.05% TFA

TFA = trifluoracetic acid
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Table 2. Curve parameter summary and back-calculation calibration curve concentrations for

catechin, epicatechin, and caffeine

Catechin Epicatechin | Caffeine
Linear range (ug mL™") 300-18.75 | 300 -18.75 | 50 -3.125
Detection limit (ug mL™) 0.70 0.88 0.13
Quantification limit (ug mL™) 2.13 2.67 0.39
Regression data*
N 5 5 5
Slope (a) 62438 69637 239600
Standard deviation of slope 1385.35 3152.6 9388.28
Relative standard deviation of slope (%) | 2.21 4.53 4.37
Intercept (b) 141240 -153220 165590
Correlation coefficient (r°) 0.9980 0.9918 0.9930

* y = ax + b, where x is the concentration of the compound and y is the peak area.
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Table 3. ANOVA results for linearity of catechin, epicatechin, and caffeine. (SS: sums of

squares; df: degrees of freedom; MS: mean squares; F: F value of the test; Ftab: fixed F value)

Catechin
SS df MS F Ftab
Model | 3.9404 x 10" 1 3.9404 x 10™ | 19098.60 4.098
Residual | 7.8401 x 10" 38 2.0631x 10" Linear
Lack of fit | 1.1604 x 10" 2 5.8021 x 10" | 3.127043 3.259
Pure error | 6.6796 x 10" 36 1.8554x 10" No lack of fit
Epicatechin
Model | 4.2450x 10" 1 42450 x 10" | 4091.133 4.130
Residual | 3.5278 x 10" 34 1.0376 x 10" Linear
Lack of fit | 1.3037 x 10" 2 6.5186x 10" | 0.613969 3.295
Pure error | 3.3975x 10" 32 1.0617 x 10" No lack of fit
Caffeine
Model 8.3685x 10" 1 8.3685x 10" | 6976.483 4.038
Residual | 5.8777 x 10" 49 1.1995 x 10" Linear
Lack of fit | 4.1577 x 10" 3 1.3859x 10" [ 1.167205 2.807
Pure error | 5.4619 x 10" 46 1.1873 x 10" No lack of fit




Table 4. Repeatability and intermediate precision of EPA extract solution

RSD%
Intra-day | Inter-day | Different analyst | Different apparatus
Catechin 0.72 0.93 0.19 1.52
Epicatechin 0.66 0.75 0.66 1.95

RSD% = relative standard deviation
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Fig. 1 Chromatogram of EPA extractive solution. Procyanidin B1 (12.24 min), catechin

89

(15.32 min), procyanidin B2 (17.08 min), epicatechin (17.72 min), and caffeine (19.90 min).
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Fig. 2 Four-week evaluation of the stability of the EPA extractive solution.
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Capitulo IV

Production of microparticles by spray drying from
Paullinia cupana var. sorbilis (Guarand) semipurified

extract: development and characterization

O capitulo IV apresenta o desenvolvimento e caracterizacdo de
microparticulas contendo extrato semipurificado de guarand (EPA). As
microparticilas foram obtidas por secagem por atomizagdo e caracterizadas por

diferentes técnicas.
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Production of microparticles by spry drying from Paullinia cupana var. sorbilis

(Guarana) semipurified extract: development and characterization

Traudi Klein, Renata Longhini, Marcos Luciano Bruschi, Jodo Carlos Palazzo de Mello

Departamento de Farmacia, Universidade Estadual de Maringa, Avenida Colombo, 5790, BR-

87020-900, Maringa, PR, Brazil

Abstract

Guarana is well-known for its dietary and pharmaceutical potential and the semipurified
extract of Guarand (EPA) show antidepressant and panicolitic effects. However, their low
solubility, bioavailability and stability limit their use as components for pharmaceutical
agents. For drug delivery, EPA in a micro/nanoparticle form is desirable for their optimized
stability. In this study, EPA microparticles produced by spray drying process using a
combination of maltodextrin (MD) and arabic gum (AG) as coating polymer. Raw materials
and microparticles produced were all characterized by particle size analysis, differential
scanning calorimetry (DSC), termogravimetric analysis (TGA), and imaged by scanning
electron microscopy. The drug content (HPLC) and antioxidant activity (DPPH test) were
also evaluated. In vitro dissolution tests, using a flow cell dissolution equipment, were carried
out to investigate the influence of formulative parameters on EPA release from the
microparticles. The spray drying technique and the process conditions selected have given
satisfying encapsulation efficiency and product yield. The microencapsulation have improved
the technological characteristics of the powders and have preserved the antioxidant properties.
This spray drying technique can be used as an efficient and economic approach to produce

EPA microparticles.
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1. Introduction

The guaranad (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke, Sapindaceae) is a
Brazilian plant and its seeds are used in popular medicine as a stimulant of the central nervous
system, in cases of physical and mental stress, and as an antidiarrheic, diuretic, and
antineuralgic (Henman, 1982; Yamaguti-Sasaki et al., 2007). Contain high amounts of
methylxanthines including caffeine, theophylin and theobromin, besides saponins, and
polyphenols, especially, tannins (Henman, 1982; Ushirobira et al., 2007). . The antidepressant
effect has been evaluated with promising effects and with a beneficial effect on cognition,
without altering locomotor activity and showing panicolitic effect (Audi and Mello, 2000;
Otobone et al., 2005; Otobone et al. 2007; Audi et al., 2010; Roncon et al., 2011).Low
toxicity (Espinola et al., 1997; Mattei et al., 1998; Otobone et al., 2005; Otobone et al., 2007),
action as a chemoprophylactic in carcinogenesis (Espinola et al., 1997), and important activity
against Streptococcus mutans, (Yamaguti-Sasaki et al., 2007) have also demonstrated.

Chemical assay of a semipurified extract of guarand (EPA) showed the presence of
caffeine, epicatechin, catechin, ent-epicatechin and procyanidins B1, B2, B3, B4, A2, and C1
(Ushirobira et al., 2007; Yamaguti-Sasaki et al., 2007). EPA showed an antidepressant effect
on animals and the condensed tannins previously isolated from this species, may be the
responsible agents; condensed tannins can cross the blood-brain barrier and act on the central
nervous system (Johnston and Beart, 2004; Otobone et al., 2005; Fukumasu et al., 2006;
Otobone et al., 2007; Ushirobira et al., 2007;). The EPA caused no toxicity in rats at the
smallest dose evaluated (30 mg kg™") (Antonelli-Ushirobira et al., 2010). The high potential
for using guarana in a wide range of medicinal applications justifies the interest in the
development of a pharmaceutical form.

Polyphenols are easy degradable because of their sensibility to environmental factors

such as light, heat and oxygen. The microencapsulation, depending on the polymers and
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technology used, may stabilize these labile compounds and extend their shelf-life. From an
industrial perspective, microencapsulated powders would be easy to handle and to use in food
and pharmaceutical processing keeping their initial flavonoid content, bioactivity, and safety
in case of prolonged storage. In microsystems, stabilization occurs because the wall/coating
material acts as a physical and permeable barrier to oxygen and small molecules, for this
reason the shelf-life of the encapsulated drugs is consequently prolonged (Manach et al.,
2005; Sansone et al., 2011). Among the preparation methods of microparticles, spray-drying
i1s widely used in pharmaceutical and biochemical fields and in food industry due to large
availability of equipments and easiness of industrialization. It is also a mild ‘‘one-step’’
processing operation to move from a liquid feed into a powder product. Since the fast solvent
evaporation keeps droplets temperature far below the drying air temperature, spray-drying is
strongly recommended for heat sensitive materials such as polyphenols (Sansone et al., 2011).

Since the EPA semipurifyed extract have some labile chemical compouds, the
microparticles can increase the stability of EPA. The influence of formulative parameters on
yield of the process and microparticle properties such as morphology, size, thermal behavior
and, dissolution/release rate was investigated. Last one was evaluated either in term of EPA
content and antioxidant activity.

The aim of the present study was develop EPA microparticles by spray-drying and
study the influence of various MD:AG (maltodextrin: arabic gum)ratios and various solids

percentage in a dispersion on their properties.

2. Materials and methods

2.1 Materials

Arabic gum (Synth), maltodextrin (Aldrich), methanol (J.T. Baker), acetonitrile (J.T.

Baker), trifluoracetic acid (TFA) (J. T. Baker), ultrapure water obtained from Milli-Q
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(Millipore) apparatus were used. Arabic gum and maltodextrin were tested previously for

pharmacopoeial assay.

2.2 Preparation of the EPA semipurified extract

Guarané seeds samples obtained in the municipality of Alta Floresta, state of Mato
Grosso, Brazil, were used to prepare the acetone:water (70:30) 10% extractive solution (ES),
by turbo extraction (Ultra-turrax UTC115KT, Ika Works, Wilmington, NC, USA). After the
organic solvent was removed, the remaining solid material was lyophilized (EBPC; patent
pending P10006638-9). The EBPC (crude extract) was partitioned with ethyl acetate, resulting

in an ethyl-acetate fraction (EPA) (Audi and Mello, 2000; Antonelli-Ushirobira et al., 2010).

2.3 Preparation of EPA microparticles

EPA microparticles were prepared by spry-drying technique. The dispersions of
EPA/AG/MD in some proportions were spray-dried using a laboratory spray-dryer (Mini
Spray Dryer BUCHI B-191, Switzerland). The inlet temperature was 190 °C, aspiration of
80%, pressure established of 2 Bar, and pump% of 6%. The outlet temperature was 120 to

130 °C.

2.4 Design of the microencapsulation experiments to optimize the conditions

It was select a mixture of arabic gum (AG) and maltodextrin (MD) as the
microencapsulation wall material and designed a series of experiments to optimize the process
conditions (Zhang et al., 2007). The main factors selected were (1) the content of AG in the
mixed wall material (X1), (2) the content of total solids in the dispersion before spray-drying

(X2). Details of the experiments are described in Table 1.
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Table 1. Factors and levels of microencapsulation experiment to optimize the conditions.

Level Factor
X1 (%) X2 (%)
1 30 10
40 20
3 50 30

2.5 Microparticles processing technology

Considering the total amount of solids in the dispersion before spray drying was tested
first 10% of EPA on different proportions of X1 and X2. With these results, after
characterizations, it was choose the two better results and increased 20% the percentage of
EPA in total amount of solids in dispersion before spray drying.

The total amount of liquid used to prepare the dispersions, 10% of them is alcohol to
solubilize the EPA. The rest is water to disperse the proportions of AG/MD.

The EPA solution and the AG/MD dispersions were stirred separately for 20 min.
Then the EPA solution was added to the AG/MD dispersion and stirred for about five minutes

and spray dried.

2.6 Yield of microparticle powder

The total powder obtained after spray dryer technique was weighed and the percentage

over the initial amount of solids in the dispersion is the yield of microparticle powder.

2.7 Moisture content of spray dried powders

To estimate the moisture content of spray-dried EPA microparticles, an aliquot of
powders were dried at 105 °C for 30 min in infrared balance to remove the residual moisture

content.
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2.8 Particle size analysis and morphology

Scanning electron microscopy (SEM) (SHIMADZU SS-550) was used to visualize
spray-dried particles morphology and to determine particle size. The particles obtained from
the spray drier were fixed and the SEM images were recorded. The samples were fixed in a
double-sided tape on a metallic support on equipment and coated with gold. Accelerating

voltage was 15 kV and the samples were observed in 2000X increase.

2.9 Analysis of encapsulation efficiency

The total amount of EPA from microparticles was assesed by HPLC. The EPA was
extract from microparticles with a portion of water e dissolved in methanol to a 20% of
methanol final solution. The samples in 20% of methanol were extract with solid phase
extraction prior to analysis due the presence of solid residue. The EPA was measured
according to catechin and epicatechin content, using a HPLC method proposed from Klein et
al. (2012). The HPLC system consist a Thermo HPLC equipped with pumps and an integral
degasser (Finnigan Surveyor LC Pump Plus), PDA spectrophotometric detector module
(Finnigan Surveyor PDA Plus Detector), controller software (Chromquest), and autosampler
(Finnigan Surveyor Autosampler Plus) equipped with a 10 puL loop, and 10 pL injection.
Chromatographic separation was accomplished using a Phenomenex® Synergi POLAR — RP
80A stainless-steel analytical column (250 X 4.6 mm, 4 um) and a Phenomenex® C18 guard
cartridge system (4.6 x 20 mm, 4 pum). The mobile phase used was a gradient system of
0.05% TFA-water (phase A) and 0.05% TFA-acetonitrile:methanol (75:25, v/v) (phase B),
previously degassed using an ultrasonic bath. Gradient separation was performed at a flow

rate of 0.5 mL min™', and the detection was performed at 280 nm.

2.10 Thermal analysis
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EPA, AG, MD and the microparticles formulations were analyzed by differential
scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetric analysis (TGA) on a calibrated Netzsch
STA 409 PG/4/G Luxx equipment. Thermograms were recorded by placing accurately given
quantities of each sample in a platinum pot in analysis atmosphere with constant flow of
nitrogen (N) at 50 mL min™'. The samples were heated from ambient temperature to 500 °C

at a heat rate of 10 °C min™".

2.11 DPPH radical scavenging activity

The DPPH radical scavenging activity was determined according Chassot et al., 2011.
Tests were carried out in triplicate. Trolox® were used as positive control or standard. Data

are presented as ICsy (ug/ml)

2.12 In vitro dissolution tests

In vitro dissolution assay of EPA from the microparticles were carried out on a
SOTAX®™ AT 7 Smart Apparatus, and the detection by HPLC of catechin and epicatechin was
employed (Klein et al., 2012). All the dissolution tests were made in triplicate, only the main
values were reported (standard deviation < 5%). The medium was water at 37 °C, flow at 8
mL/min and samples were collected at 5, 10, 15, 30, 45 and 60 min. The 22,6 mm cell was
used and the microparticles were placed between layers of glass spheres. The sink conditions

were determined and observed.

3 Results and discussion
3.1 Microparticle powder characterization
The microparticles formulations, details and results of the microparticles powder

characterizations are described in Table 2.
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Table 2. Details and results of microparticles powders characterizations experiments.

% Encapsulation
Sample | % AG | % Solids | Yield % | Moisture %
Catechin | Epicatechin

1 30 10 62.39 5.60 99.17 97.94
2 40 10 57.62 7.44 85.06 89.02
3 50 10 58.59 5.27 87.14 91.30
4 30 20 45.88 6.10 92.94 89.60
5 40 20 57.50 6.24 81.53 90.72
6 50 20 55.70 6.00 97.92 108.34
7 30 30 37.19 5.66 88.31 91.40
8 40 30 36.66 5.26 81.67 90.63
9 50 30 34.70 6.10 81.53 82.07
10 100 10 42.12 6.03 87.07 89.20
11 0 10 51.90 6.03 84.02 86.77
12%* 30 10 60.00 5.95 95.60 84.80
13* 50 10 55.54 5.73 96.33 84.15

*EPA percentage increased to 20% in total solids.

For statistical analysis, applying the analysis of variance (ANOVA) we found p <5%
for the variable yield. Therefore, there is at least one sample that shows a yield different from
the others, to determine which one (s) is (are) different (s) applied the test for multiple
comparisons. Samples with 10 and 20% solids are equivalent with respect to the yield of the
samples, showing higher values than the samples with 30% solids.

For the variable catechin encapsulation content, with p> 5%, there is no sample that
shows catechin encapsulation a content different from the others. No significant difference in
content encapsulation catechin of the samples, considering the % GA in each sample. No
significant difference in catechin encapsulation content of the samples, considering the
percentage of solids in each sample.

For the variable epicatechin encapsulation content the results were p> 5%, so the
conditions to epicatechin are the same as catechin.

Thus, we chose 10% as a solid percentage in the dispersion reference in the production

of microparticles and the formulations with 30% solids were discarded from subsequent
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characterizations. The solid percentage of 20% was initially an option on the production of
microparticles, but even the yield of the microparticles to be equivalent to the microparticles
produced with 10% solids, in practice the dispersion is very viscous and difficult to spray dry.

The percentage of 10% solid was choice, we chose to test the extreme concentration of
AG% to better characterize such formulations (30 and 50 %AG). Observing that the
concentration of EPA in the initial formulation was only 10%, it was decided to increase this
concentration to 20% (samples 12 and 13) only in the formulations that we obtained better

results (samples 1 and 3).

3.2 Particle size analysis and morphology

The SEM micrographs were utilized to particle size determinations with the size
determination of 800 microparticles (software Image Pro Plus). The results are in Table 3.

The particle size of microparticles was very similar to all formulations. Only samples
6 and 9 demonstrates larger particle size probably due to the higher content of AG combined
with higher percentage of solids in the initial dispersion. These results, with mean diameter
around 4.5 pm, indicates the arrangements of both polymers and EPA in micrometric particles
in which the drug is homogeneously distributed (Sansone et al., 2011).

To morphology microparticles analysis the SEM micrographs are also used. Figure 1
shows the morphology of samples 1, 3, 12, and 13. These formulations were chosen because
demonstrated better results in characterizations tests and were used to dissolution tests.

All samples analyzed displayed the complete absence of crystals and aggregates.
These results confirm the interaction and solubilisation of EPA in AG:MD microparticles
(Sansone et al. 2011). The photomicrographs of samples 12 and 13 showed small and well
formed microparticles, spherical in shape and samples 1 and 3 the photomicrographs revealed

a more irregular shape and the presence of partially collapsed particles. These studies may
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revealed that EPA quantity had a significant influence on the microparticles, which alters the
morphology so Weerakody et al. (2008) observed with chitosan microspheres for

encapsulation of a-lipoic acid.

Table 3. Particle size of microparticles formulations.

Sample P(z:;::)c l:: ;l;e Size interval (um)
1 422 +1.79 1.31 - 12.46
2 4.72 +1.98 1.64 —14.45
3 492+2.15 1.39 -17.39
4 481 +2.53 1.05 - 18.20
5 4.97+2.10 1.14 —15.75
6 6.71 £3.41 1.03 —20.48
7 4.74 £2.27 1.05—-15,75
8 448 +2.16 1.35-16.48
9 7.51 +£4.03 1.01 —30.46
10 5.64+2.37 1.85-15.50
11 578 +£2.17 1.24 — 14.98
12 4.34+1.97 1.36 —13.67
13 4.67+1.85 1.43 —13.32




102

Figure 1. SEM photomicrographs of the microparticles (2000X) A: sample 1; B: sample 3; C:

sample 12 and D: sample 13.

3.3 Thermal analysis
The structural interactions of the EPA with the polymers were studied by differential

scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetric analysis (TGA) (Weerakody et al., 2008).
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Figure 2. DSC curves for microparticles for samples EPA, AG and MD.
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Figure 3. DSC curves for EPA microparticles for samples 1, 3, 12 and 13.

Overall, is possible to verify two thermal events for both EPA and to GA, MD, and
microparticles in the DSC curves (Figures 2 and 3). The first endothermic event is between
room temperature and 150 °C, depending on the sample, and corresponds to loss of
adsorption water. The difference of some °C up or down can be related to the binding mode of
water in different samples, characteristic of each substance, requiring more or less energy to
release it. As observed by Borghetti et al. (2006) for samples of quercetin from different
suppliers had different temperatures of loss water caused by differences in morphology and
particle size. The second endothermic event observed for all samples corresponds to the
melting point, with possible degradation of these compounds, due to high temperatures
involved in this process (over 240 °C).

These results can be confirmed by the TGA curve analysis, where you can observe at
these temperatures a mass loss, probably related to degradation of these substances (Table 4

and Figure 4).
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Based on the results of DSC curves is possible verify an interaction between EPA and
AG: MD in the microparticles, because in the second endothermic event there is a mixture of
profiles of single substances.

Analyzing the data of TGA (Figure 4 and Table 4), we observe two characteristic mass
loss, both to EPA as to GA, MD, and microparticle. The first mass loss corresponds to
adsorption water that begins almost at room temperature and goes up to 120 °C. These mass
losses are around 5 to 12% loss of total mass. The second loss corresponds to melting with
degradation discussed above, and progresses to a structural collapse.

The results of TGA curves is possible to realize that the profile curves of the
microparticles is similar to the adjuvants used in drying, including the mass losses. This is
probably due to the higher proportion of adjuvants compared to EPA, which is present in a
proportion of 10 and 20%.

Table 4. Thermogravimetric analysis characteristics of microparticles.

Decompositon stage
Sample First Second
EPA
Temperature interval (°C) | 33-159 | 192-500
Mass losses (%) 6.53 49.27
AG
Temperature interval (°C) | 23-180 | 216-500
Mass losses (%) 13.11 62.48
MD
Temperature interval (°C) | 22-189 | 219-500
Mass losses (%) 8.80 69.53
1
Temperature interval (°C) | 21-118 | 199-500
Mass losses (%) 9.30 74.48
3
Temperature interval (°C) | 22-138 | 211-500
Mass losses (%) 9.37 68.51
12
Temperature interval (°C) | 20-131 | 192-500
Mass losses (%) 7.74 65.45
13
Temperature interval (°C) | 21-127 | 178-500
Mass losses (%) 7.02 65.40
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Figure 4. TGA curves for EPA, AG, MD, samples 1, 3, 12 and 13.

3.4 DPPH radical scavenging activity

The ICsy express the amount of EPA microparticles necessary to scavenge 50% of free
radical in the medium and shows the antioxidant activity. The Figure 5 show the results of
antioxidant activity of semipurified extract EPA, the positive control, Trolox, and the

formulations 1, 3, 12, and 13.
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Figure 5. Antioxidant activity of semipurified extract EPA, the positive control, Trolox, and

the formulations 1, 3, 12, and 13 (a, b, ¢, and d: same letters are the same statistically values).
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Is expected that EPA lost some antioxidant activity after spry dryer process (Fu et al.,
2011). It was observed that in Fig. 5. Samples 1, 3, and 12 demonstrated smaller antioxidant
activities as Trolox (positive control) and EPA. Only sample 13 demonstrated antioxidant
activity like a control and EPA. Then, it may suggest that microparticles can protect the EPA
from temperature of the process and sample 13 demonstrated the better result.

This study demonstrated significant retention of antioxidant activity of EPA after the

microparticle production.

3.5 In vitro dissolution tests

At first, to evaluate the dissolution/release profile of EPA from microparticles, their
solubility in medium has been assessed. The solubility values of EPA resulted 0.92 mg mL™.
Then, the sink conditions, which describe a dissolution system sufficiently dilute so that the
dissolution process is not impeded by saturation of the solution were evaluate. The dissolution

profiles of EPA from the microparticles are reported in Fig. 3.
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Figure 6. Dissolution profile of samples 1 (A), 3 (B), 12 (C) and 13 (D).

All formulations evaluate in dissolution test start the release at the beginning of the
test and have complete dissolution within 60 min. Among the compounds tested only sample
1 has a different profile, releasing all the content in the first 15 min. All formulations release
the total content of EPA suggesting that no interactions occur between the polymers and EPA

able to retain the active compounds in the polymeric mixture.

4 Conclusions

This study investigated the use of spray drying technique to produce microparticles of
semipurified extract of guarana (EPA). We had succesfuly generated EPA microparticles with
antioxidant properties in micrometer size. This study also demonstrated the feasibility to
produce EPA microparticles using AG:MD polymers to one-step process using our spray

drying system. This study demonstrated that spray drying is a viable and rapid approach to
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produce antioxidant microparticle. This technique shows great potential as an efficient and

economic process for the production of EPA microparticles for drug delivery.
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Capitulo V

Desenvolvimento de comprimidos de extrato

semipurificado de guarana (Paullinia cupana var.

sorbilis (Mart.) Ducke)

O capitulo V apresenta o desenvolvimento de comprimidos de EPA a
partir das microparticulas obtidas e discutidas no capitulo anterior. Os
comprimidos obtidos foram caracterizados por diferentes técnicas para provar

que atendem as exigéncias farmacopeicas.
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Desenvolvimento de comprimidos de extrato semipurificado de guarana (Paullinia

cupana var. Sorbilis (MART.) DUCKE)

Traudi Klein, Renata Longhini, Marcos Luciano Bruschi, Joao Carlos Palazzo de Mello

Departamento de Farméacia, Universidade Estadual de Maringa, Av. Colombo, 5790, 87020-

900, Maringa, Parana, Brasil.

Resumo. O estudo teve por objetivo demonstrar a viabilidade tecnoldgica da produgao de
comprimidos de extrato semipurificado de guarana, empregando processo de compressao
direta (CD). Goma ardbica e maltodextrina foram utilizadas na producao de microparticulas
com o extrato a fim de proteger o mesmo de fatores ambientais e tecnologicos como
temperatura ¢ umidade. A celulose microcristalina e a lactose foram utilizadas como
excipientes no desenvolvimento das formulacdes de comprimidos, visando investigar as
propriedades de compressibilidade, desintegragdo, coesdo e lubrificacdo. Usando
metodologias previstas em Farmacopéias, foram realizados ensaios tecnoldgicos e fisico-
quimicos. Os resultados evidenciaram que a mistura dos pos apresentou caracteristicas de
fluxo e compressibilidade adequadas para compressao direta. A formulagdo contendo 200 mg
de microparticulas, 170 mg de celulose microscristalina e 10 mg de lactose foi eleita a mais
adequada por apresentar melhores caracteristicas nos testes de controle de qualidade.

Palavras-chave:  Paullinia cupana, guarana, celulose microcristalina, lactose,

microparticulas, comprimidos, compressao direta.
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1 Introducao

O desenvolvimento de uma forma farmacéutica engloba varias etapas, entre elas,
estudos de pré formulagdo e formulagdo propriamente ditos, os quais consistem na
caracterizacdo fisica, quimica, fisico-quimica e bioldgica de todas as matérias primas,
incluindo o farmaco, usado na elaboragdo do produto, assim como das caracteristicas
anatomicas e fisiologicas da via de administracdo e absor¢do e, finalmente, a elaboragao da
forma farmacéutica (Le Hir, 1997; Ansel et al., 2000).

A compressao direta (CD) € o processo ideal para producdo, em escala industrial, de
comprimidos, e adequada para aquelas substancias que possuem fluxo livre, propriedades de
coesdo e que possibilitam ser compactadas diretamente, sem necessidade de granulacao umida
ou seca (Prista et al., 1995). E reduzido o niimero de firmacos que podem sercomprimidos
sem granulacao prévia (Prista et al., 1995; Ansel et al., 2000; Yuan & Wu, 2001). Atualmente,
o uso de excipientes especiais tem proporcionado garantia de sucesso na CD de algumas
formulagdes. Nesse processo, os excipientes utilizados devem ser materiais com propriedades
de fluidez e compressibilidade (Palacios, 2000).

As vantagens da CD incluem: rapidez, facilidade de obtengdo e reducdo de perdas de
principio ativo, além de poder ser empregadas para substancias instaveis frente a umidade e a
temperatura elevada, diminuindo riscos de contaminacdo, aumentando a capacidade produtiva
e gerando economia ao setor produtivo (Prista et al., 1995; Ansel et al., 2000; Palacios, 2000).
A CD, através dos alimentadores for¢ados, promove a deaeragdo sobre os pos volumosos e
leves, tornando-os mais densos, permitindo assim que fluam uniforme e completamente para
as cavidades da matriz. A deaeracdo também elimina o aprisionamento de ar no interior da
matriz reduzindo assim a formag¢do de capping ou rachaduras nos comprimidos (Ansel et al.,

2000).
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Estudos avaliaram as propriedades farmacologicas do extrato bruto liofilizado (EBPC)
da P. cupana (guarand) e fragdes semipurificadas (EPA e EPB) apds administracao aguda ou
cronica pela via oral em ratos. O trabalho utilizou técnicas de controle, padronizando os
extratos e verificou o efeito antidepressivo com o tratamento cronico de EBPC e EPA
comparavel ao do antidepressivo imipramina. A fracdo semipurificada EPB nao demonstrou
efeito antidepressivo (Audi e Mello, 2000).

Otobone et al. (2005) avaliaram os extratos citados acima sobre o comportamento
cognitivo em ratos submetidos ao teste do labirinto aquatico de Morris. O extrato bruto e uma
das fragdes semipurificadas (EPA) demonstraram efeitos benéficos sobre a cognicdo. A
cafeina, quando administrada isoladamente, demonstrou efeitos diferentes dos encontrados
com os extratos o que sugere que os efeitos sao devidos a outras substancias presentes no
extrato ao invés da cafeina. Os animais tratados cronicamente com os extratos tiveram a
mesma evolugdo ponderal e sobrevida o que sugere baixa toxicidade dos extratos.

Otobone et al. (2007) avaliaram os efeitos ansioliticos, antidepressivos e estimulantes
do extrato bruto e fracdes semipurificadas (EPA, EPB), utilizando os testes PMT (plus maze
test), FST (forced swimming test) e OFT (open field test), respectivamente. Os resultados com
uma das fragcdes semipurificadas (EPB) sugere que esta fracdo ndo contém componentes
responsaveis pelos efeitos observados com o extrato bruto e a outra fracdo semipurificada
(EPA). A fracdo semipurificada EPA, contém o(s) componente(s) responsavel pelo efeito
antiimobilidade, sugerindo um efeito antidepressivo como o observado com EBPC. Estes
componentes ndo podem ser relacionados com a cafeina porque os resultados obtidos com
esta substancia isoladamente sdo diferentes daqueles encontrados com a administragdo dos
extratos. Assim, taninos condensados, que foram isolados da fragdo EPA por Yamaguti-

Sasaki et al. (2007), poderiam ser os responsaveis por esta atividade. Flavondides, incluindo
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taninos condensados, podem agir no sistema nervoso central porque conseguem atravessar a
barreira hemato-encefalica (JOHNSTON, BEART, 2004).

Roncon et al. (2011) demonstraram que o EPA ¢ ativo por via oral e produz efeitos
panicoliticos em ratos submetidos ao teste ETM (elevated T maze model). Os sistemas
neurotransmissores serotoninérgicos ¢ dopaminérgicos estdo envolvidos neste efeito. Assim,
EPA pode ser muito util no tratamento de transtornos de humor tais como transtorno do
panico (RONCON et al., 2011).

A partir desses resultados, outros estudos ainda devem ser realizados com intuito de
identificar as substancias responsaveis por estas agdes farmacoldgicas € os mecanismos
envolvidos, assim como uma forma farmacéutica deve ser desenvolvida para facilitar a
administracao da fracdo semipurificada, promissora como fitomedicamento no tratamento da
depressao.

Assim, o objetivo do trabalho foi desenvolver comprimidos de EPA no intuito de
conseguir uma forma farmacéutica solida para administragdo oral de extrato semipurificado

de guarana (EPA).

2 Materiais e métodos
2.1 Materiais

Os materiais utilizados foram: celulose microcristalina, lactose, goma ardbica (Synth),
maltodextrina (Aldrich), acetonitrila (J.T. Baker), metanol (J.T. Baker), dgua ultrapura Milli-

Q, acido trifluoroacético (J.T. Baker), acetona (J.T. Baker), acetato de etila (J.T. Baker).

2.2 Métodos

2.1.1 Preparacio do extrato semipurificado de guarana
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Sementes de guarana foram obtidas do municipio de Alta Floresta, MT, Brasil e
usadas para preparar uma solucdo extrativa acetona:adgua (70:30) a 10% (p/v) por turbo
extracdo (Ultra-turrax UTC115KT, Ika Works, Wilmington, NC, USA). Ap6s a remocao do
solvente organico o material foi liofilizado e obtido o extrato bruto (EBPC). EBPC foi
particionado com acetato de etila, resultando em uma fragdo acetato de etila (EPA) (Audi e

Mello, 2000; Antonelli-Ushirobira et al 2010).

2.2.2 Preparaciao das microparticulas de EPA

As microparticulas contendo extrato semipurificado de guarana (EPA) foram
produzidas em equipamento spray dryer (Mini Spray Dryer BUCHI B-191) com temperatura
de entrada de 190 °C, aspiragdao de 80%, pressdo de 2 bar e bombeamento de 6%. Foi
preparada uma dispers@ao com 10% de so6lidos em 4dgua de uma mistura de goma ardbica e
maltodextrina (50:50) correspondendo a 80% dos solidos totais e EPA a 20%. Inicialmente a
mistura de polimeros (goma arabica e maltodextrina) foi dispersa em agua e o EPA em etanol
10%. Agitou-se separadamente a mistura polimérica e o EPA por 20 min. Apds, a solugdo de
EPA foi adicionada a dispersdo polimérica e agitada por 5 min em temperatura ambiente e

nebulizada no spray dryer.

2.2.3 Desenvolvimento das formulacoes

A mistura dos componentes da formulacdo de comprimidos foi realizada em gral de
vidro observando dilui¢do geométrica dos pos. Para a escolha da formulagdao adequada foram
testadas as misturas apresentadas na tabela 1.

A dose de EPA para adulto normal de 70 kg para garantia do efeito antidepressivo ¢ de
80 ng de EPA por dia. Esse valor foi obtido pela transposicdo de doses considerando a

superficie corporal dos ratos utlizados no ensaio farmacologico e a superficie corporal de um
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humano adulto de 70 kg. Assim, para formulagdo 1 temos 80 pg de EPA em 400 mg de

microparticulas. Para as outras formulagdes nao foi possivel a utilizagdo de 400 mg de

microparticulas e a dose foi dividida em dois comprimidos cada qual com 40 pug de EPA.

Tabela 1. Composicao das formulagdes testadas no desenvolvimento da formulagao.

Formulag¢ao | Microparticulas (mg) | Celulose microcristalina | Lactose
1 400 0 0
2 200 25 75
3 200 90 10
4 200 140 10
5 200 170 10

Cada formulacdo foi testada inicialmente quanto a dureza e friabilidade. As que nao
apresentaram caracteristicas adequadas nestes testes foram descartadas dos estudos

subsequentes.

2.2.4 Determinacio das densidades bruta e de compactacio
Estes ensaios seguiram metodologia proposta por Guo et al. (1985) e Cardoso (2002) e
foram realizados com o p6 de microparticulas de EPA. Amostra de aproximadamente 10 g de
p6 (Ma) foi colocada em proveta previamente pesada. A densidade de compactacdo foi
determinada com auxilio de volumetro de compactagdo (ERWEKA® SVM 12). O p6 foi
submetido a 1250 quedas, segundo norma DIN 53194. As densidades bruta (db) e de
compactacao (dc) foram calculadas pelas equagdes (1) e (2):
Ma

db = 22
Vb

Equagao (1)

Ma
dc = —

Ve

Equagao (2)

Onde: Vb: volume bruto; Vc: volume compactado.
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2.2.5 Determinacio do fator de Hausner, indice de compressibilidade e
compactabilidade

A amostra utilizada no experimento anterior foi usada para determinacao do fator de
Hausner, indice de compressibilidade e compactabilidade, conforme metodologia referendada
por Guo et al. (1985) e Cardoso (2002). O fator de Hausner foi determinado através do

quociente entre as densidades de compactagao e bruta, conforme equagao (3):

FH= % Equacdo (3)

db

O indice de compressibilidade (IC) foi determinado segundo equacao (4):

Ic = () x 100 Equagdo (4)

dec

Onde: dc: densidade de compactacgdo (g/mL); db: densidade bruta (g/mL);

A compactabilidade (C) foi calculada através da diferenca entre os volumes apods 10
(V10) e 500 quedas (V500) em volume de compactagdo, conforme a equagao (5), utilizando-
se aproximadamente 10 g de pd; os resultados foram extrapolados para massa de 100,0 g,

obtendo-se os volumes (mL) ap6s 10 e 500 quedas.
€ =V10— V500 Equacdo (5)

2.2.6 Fabricacao dos comprimidos
Os comprimidos foram produzidos por compressao direta em maquina de compressao
(FELLK mod. Compact 10, Brasil), usando punciao de 10 mm. Amostras dos diferentes lotes

foram conduzidas individualmente & cadmara de compressdo. Para cada formulacgdo, foi
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ajustada a for¢a de compressdo conforme propriedades do respectivo material. Os
comprimidos foram acondicionados em frascos de vidro ambar devidamente identificados

para posterior analise e comparacao fisico-quimica.

2.2.7 Aspecto
Foram observados os caracteres visuais da forma farmacéutica obtida em relagdo a
forma geométrica, ao aspecto a coloracdo e a presenga de particulas ou material estranho a

formulagao.

2.2.8 Peso médio

Aplicou-se a metodologia prevista na Farmacopeia Brasileira (2010), usando faixa de
tolerdncia de 5% para comprimidos com peso médio acima de 250,0 mg. Foram pesados,
individualmente, 20 comprimidos determinando-se assim o peso médio. Segundo a
Farmacopéia Brasileira (2010): “Pode-se tolerar ndo mais que duas unidades fora dos limites
especificados, em relacdo ao peso médio, porém nenhuma podera estar acima do dobro das

percentagens indicadas”.

2.2.9 Dureza
A determinagdo da dureza dos comprimidos, em anélise, foi realizada em durdmetro
ERWEKA®, o qual mede o grau de for¢ca necessaria para quebra-los. Utilizaram-se 20

comprimidos de cada formulagdo (Farmacopeia Brasileira, 2010).

2.2.10 Friabilidade
Seguindo procedimento previsto na Farmacopeia Brasileira (2010), pesaram-se,

exatamente, 20 unidades as quais foram submetidas a acdo de um friabildémetro (ETICA®).
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Apos 100 rotagdes, durante 5 min, os comprimidos foram novamente pesados. A diferenca
entre o peso inicial e final representou a friabilidade, em fung¢dao da percentagem de po

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

2.2.11 Doseamento
O doseamento dos comprimidos foi realizado para a formulagdo final, em triplicata,
seguindo metodologia por CLAE desenvolvida por Klein et al. (2012), na quantificacdo de

marcadores quimicos do extrato de guarana, catequina e epicatequina.

2.2.12 Desintegracio
A desintegragdo foi conduzida seguindo metodologia estabelecida pela Farmacopéia
Brasileira (2010), usando desintegrador (ETICA®). O limite de tempo estabelecido, neste

ensaio, para os comprimidos produzidos foi de 30 min.

2.2.13 Dissolucao

A dissolugio foi realizada em equipamento de célula de fluxo (SOTAX"® AT 7 mod.
Smart) utilizando como meio de dissolu¢do agua destilada, temperatura do meio de 37 °C e
fluxo de 8 mL/min. O ensaio foi realizado para formula¢do 5 em triplicata em células de 22,6

mm para comprimidos.

3 Resultados e discussio
A tabela 2 apresenta os resultados dos ensaios tecnologicos realizados com o po de

microparticulas contendo o extrato semipruficado EPA.
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Tabela 2. Resultados dos ensaios tecnologicos realizados com o pd de microparticulas de

EPA.

Amostra db (g¢/mL) | dc(g/mL) | FH | IC C

Microparticulas de EPA 0,33 0,42 1,28 | 22,18 | 7,33

Os pos em geral que apresentam fator de Hausner (FH) inferior a 1,25, indice de
compressibilidade (IC) inferior a 18% e indice de compactabilidade (C) inferior a 20 ml sdo
facilmente compressiveis. O pd de microparticulas de EPA apresentou caracteristicas de fluxo
de pd ndo facilmente compressivel, o que era de esperar para produtos naturais. Em face a
esta dificuldade, foram utilizados outros adjuvantes farmacotécnicos (celulose microcristalina
e lactose para compressao direta) para auxiliar na compressao e obtencao de comprimidos de
EPA.

A formulacdo 1, com 100% de microparticulas e nenhum outro adjuvante
farmacotécnico apresentou dureza de 55 N mas ndo teve caracteristica desejavel no teste de
friabilidade.

A formulagdo 2 nao foi adequada e os comprimidos demostraram falta de coesdo entre
as particulas. A formulacao 3 apresentou dureza de 493 N mas ndo resistiu ao teste de
friabilidade. A formulagdo 4 demonstrou dureza de 491 N e perda de 10,08% no teste de
friabilidade.

Com a formulacdo 5 conseguiu-se caracteristicas adequadas de qualidade para os

comprimidos e os resultados dos testes estao na tabela 3.
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Tabela 3. Resultados dos testes fisicos e fisico-quimicos realizados com os comprimidos da

formulagao 5.

Peso médio | Dureza | Friabilidade | Desintegraciao Doseamento (%)
Comprimidos
(g) (N) (%) (min) Catequina | Epicatequina
Formulagédo 5 0,3821 116 0,28 25 92,56 89,43

O peso médio dos comprimidos foi adequado, levando-se em consideragdo que todos
estavam dentro da faixa de tolerdncia de + 5%, especificada pela Farmacopeia Brasileira
(2010).

Segundo Ansel et al. (2000), os comprimidos devem ser suficientemente duros de
modo a resistir a quebra durante a embalagem, o transporte ou a manipula¢do convencional,
sendo, contudo, habilitados para dissolver ou desintegrar apropriadamente depois de
administrados; ou para serem partidos com os dedos, quando se fizer necessario tomar uma
dose parcial. Friabilidade ¢ a falta de resisténcia dos comprimidos a abrasdo, quando
submetidos a acdo mecanica de aparelhagem especifica. A friabilidade determinada para os
comprimidos testados foi inferior a 1,5%, o que garantiu que os mesmos foram produzidos
com adequadas caracteristicas de coesdo entre as particulas para resistir ao impacto da
manipulacdo e do transporte.

Em relagdo ao teor de principio ativo, todas as formulagdes apresentaram-se dentro
dos limites previstos pela Farmacopeia Brasileira, garantindoa dose estabelecida.

O tempo de desintegracdo determina se um comprimido se desintegra dentro do limite
de tempo especificado. O limite de tempo estabelecido como critério geral para o teste de
desintegracdo de comprimidos ¢ de 30 min, a menos que outra especificacdo se encontre na
monografia do medicamento (Farmacopeia brasileira, 2010). Quanto a desintegragdo, a

formulagdo apresentou-se dentro do limite estabelecido (30 min).
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No que diz respeito ao aspecto dos comprimidos, estes se apresentaram com as

seguintes caracteristicas: coloragdo levemente amarelada, circulares, planos e isentos de

material estranho (Figura 1).

Figura 1. Imagem dos comprimidos produzidos a partir da formulagéo 5.

A figura 2 demonstra o perfil de dissolu¢cdo dos comprimidos da formulagdo 5.
Observa-se que todo contetido de EPA dos comprimidos ¢ liberado ao longo de 120 min e que
as interacdes entre EPA e os polimeros utilizados na composicdo das microparticulas, e os
adjuvantes farmacotécnicos utilizados na formulagdo dos comprimidos ndo prejudicam a
liberacdo dos ativos, ja que todo conteudo de EPA, quantificados com base nos marcadores

quimicos catequina e epicatequina, ¢ liberado no meio de dissolugao.
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Figura 2. Perfil de dissolucdo dos comprimidos da formula¢do 5 com base nos marcadores

catequina e epicatequina.

Assim, a formulacdo 5 foi adequada para comprimidos contendo EPA para produgdo e

consumo. A perspectiva ¢ de realizar estudos de estabilidade para estes comprimidos a fim de

saber se sdo estaveis a fatores ambientais e estabelecer prazo de validade.

Conclusao

Foram obtidos comprimidos de extrato semipurificado de guarana (EPA) com

caracteristicas de qualidade que atendem as especificagdes farmacopeicas e portanto

adequados e seguros para administracdo e utiliza¢do por via oral.
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DISCUSSAO

O guarand ¢ um arbusto originario da Amazonia, cultivado principalmente no
municipio de Maués, AM, no estado de Mato Grosso e na Bahia e seus beneficios estdo
presentes também nas acdes de cultivo sustentavel e desenvolvimento das comunidades
extrativistas, para as quais representa uma grande oportunidade de progresso socio-
econdmico. Tem grande apelo comercial devido ao grande consumo no mundo todo de
bebidas refrigerantes e energéticas obtidas a partir das suas sementes. Uma grande
importancia também se observa no consumo de fitoterapicos, nutracéuticos, extratos e
cosméticos preparados a partir do guarana.

O guarana tem sido estudado ha tempos devido as suas qualidades terapéuticas e tem
demonstrado ser um promissor medicamento antidepressivo. Aliado aos efeitos benéficos
desta droga frente a depressao, um mal cada vez mais presente na vida de populagdes de todo
o mundo, temos o fato de o desenvolvimento de fitomedicamentos (FTM) a base de plantas
medicinais brasileiras estimularem o desenvolvimento da industria nacional de medicamentos.

Observando a necessidade do mercado e a falta de especificacdo dos fitomedicamentos
disponiveis, torna-se importante o desenvolvimento de um fitomedicamento padronizado de
guarand, com qualidade e efic4cia garantidas no tratamento da depressao.

Os FTM podem ser tdo eficazes quanto os medicamentos produzidos com ativos
oriundos de sintese quimica, por isso a transformacdo de uma planta num medicamento deve
priorizar a preservagdo da integridade quimica dos principios ativos e por consequéncia, a
acdo farmacoldgica do vegetal, garantindo a constancia da a¢ao biologica desejada (KLEIN et
al., 2009).

Atualmente, a padronizacdo de fitoterapicos ¢ realizada com base no teor de uma
substancia marcadora presente no extrato, indicando que se a mesma estiver presente em

quantidade apropriada também os demais componentes estardo igualmente representados. Os
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diferentes métodos existentes para a padronizacdo fisico-quimica de fitoterapicos incluem,
entre outros, técnicas cromatograficas como a cromatografia liquida de alta eficiéncia. De
acordo com o Guia para Validagdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos, Resolu¢ao RE n°
899, de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003), a validag¢ao de processo analitico deve garantir,
através de evidéncias experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagdes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. (KLEIN et al., 2009).

Este trabalho demonstrou um método analitico por CLAE capaz de quantificar os
marcadores quimicos envolvidos na validacdo e padronizagdo do extrato semipurificado
(EPA) de guarand. Este método, aplicado para os marcadores quimicos catequina e
epicatequina, demonstrou-se exato, preciso e reprodutivel, atendendo a todos os parametros
da legislagdo vigente (KLEIN et al., 2012).

Os ativos vegetais de maneira geral apresentam como grande desvantagem de uso a
instabilidade quimica de suas moléculas. Para contornar este problema diversas técnicas
podem ser utilizadas. Neste trabalho desenvolveram-se microparticulas de EPA com intuito
de proteger este ativo vegetal de fatores ambientais como temperatura e umidade. O método
utilizado para preparagdo das microparticulas foi secagem por atomizacdo (spray dryer). As
microparticulas, na ordem de micrometros, foram obtidas com caracteristicas adequadas para
posterior formulacdo e obten¢ao de comprimidos de EPA.

Dentre as formas farmacéuticas destinadas a administracio pela via oral, os
comprimidos tém sido o sistema de liberacdo de farmacos preferido para obten¢do de efeito
sistémico. Dentre as vantagens em relacdo ao seu uso estdo a grande precisdo de dosagem, a
baixa variabilidade do conteudo, a facilidade de identifica¢do visual, manuseio e
administracdo e a grande aceitacdo por parte dos pacientes, além de proporcionarem maior
estabilidade, se comparadas as formas liquidas ou semi-s6lidas (BANKER, ANDERSON,

2001).
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Os comprimidos de EPA foram desenvolvidos e caracterizados por testes fisicos e
fisico-quimicos e pelo perfil de dissolug¢ao. Estes se mostraram adequados para producao e
ingestdo do EPA na forma de comprimidos. Estudos de estabilidade sdo necessarios para que
o produto desenvolvido neste trabalho possa ser empregado em ensaios clinicos, como se

pretende, para a finalidade farmacoldgica a que se destina.
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ANEXO I

Effect of Semi-purified Constituent from Guarana Seeds [Paullinia cupana var. sorbilis

(Mart.) Ducke] on Performance of Rats in Elevated T maze

Camila Marroni Roncon, Camila Biesdorf de Almeida, Traudi Klein, Jodo Carlos Palazzo de

Mello, Elisabeth Aparecida Audi.

Planta Medica 77 (3), 236-41, 2011.

Abstract: The objective of this study was to investigate the effects of chronic administration

of a semi-purified extract (Purified Extract A — PEA; 4, 8, or 16 mg/kg) of Paullinia cupana

(guarand) seeds on rats submitted to the elevated T-maze (ETM) model of generalized anxiety
and panic disorders. The selective serotonin (5-HT) reuptake inhibitor (SSRI) paroxetine
(PAR; 3mg/kg), was used as a positive control. To evaluate possible serotonergic and
dopaminergic neurotransmission involvement in the action of PEA during the ETM test,
ineffective doses of metergoline (MET; 5-HT2A/2C antagonist receptor) or sulpiride (SUL;
dopaminergic receptor antagonist) were acutely administered together with the PEA. The
locomotion of the rats was assessed in a circular arena following each drug treatment. Both
PEA (8 and 16 mg/kg) and PAR (3 mg/kg) increased one-way escape latencies from the open
arm of the ETM, indicating a panicolytic effect compared to the control group. MET, in
higher doses (1, 2 or 3mg/kg), produced a panicolytic effect in the ETMtest, whereas SUL did
not (10, 20 or 40mg/kg). The panicolytic effect produced by PEA (8mg/kg) was blocked by
both MET (2mg/kg) and SUL (20 mg/kg), whereas the panicolytic effect produced by PAR

(3mg/kg) was blocked only by MET (2 mg/kg). These results show that chronic treatment



138

with PEA produces a panicolytic effect during the ETM test, and that the dopaminergic and

the serotonergic neurotransmission systems are involved in this effect.
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ANEXO II

1. Determinacao do teor de taninos totais (GLASL, 1983)

Foi pesado exatamente cerca de 0,750 g de droga pulverizada, transferida para um
erlenmeyer com 150 ml de agua deixando-se durante 30 min em banho-maria a temperatura
de 85 °C. Apos resfriamento em agua corrente, o conteudo foi transferido para um baldo
volumétrico de 250 ml, completando-se o volume com agua. Cerca de 80 ml do extrato foram
filtrados, desprezando-se os primeiros 20 ml. O filtrado obtido foi denominado Solugdo-Mae
(SM). Para a determinacao de polifendis totais (PT), 5 ml da SM foram diluidos com 4gua em
balao volumétrico de 25 ml. Dois mililitros dessa solu¢ao foram transferidos com 1 ml de
solucao de acido fosfotingstico R (Reagente fendlico de Folin-Ciocalteu 2 N) e 10 ml de dgua
para um baldao volumétrico de 25 ml, completando-se o volume com solug¢ao de carbonato de
sodio 14,06%. Apds 15 min da adi¢dao da ultima solu¢do mediu-se a absorvancia a 691 nm,
empregando-se a agua como branco. Para determinagdes de polifendis ndo adsorventes
(PNA), 10 ml da SM foram transferidos com 0,100 g de pd-depele R para um béquer e
agitados durante 60 min. Apds, a solucdo foi filtrada e 5 ml do filtrado foi diluido com 4gua
para 25 ml em baldo volumétrico. Dois mililitros dessa solu¢do foram transferidos com 1 ml
de solugdo de 4cido fosfotiingstico R (Reagente fendlico de Folin-Ciocalteau 2 N) e 10 ml de
agua para um baldo volumétrico de 25 ml, completando-se o volume com solucdo de
carbonato de sddio 14,06%. Apds 15 min da adigdo da tltima solu¢ao mediu-se a absorvancia
a 691 nm, empregando-se a 4gua como branco. Foram realizadas trés determinacdes.

Os resultados estdo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1. Determinacao do teor de taninos totais para sementes de guarana.

Amostra anl:(ﬁ::ra Polﬁtfnéis I:T Abs P(l,\I A r{T Média Desvio CV%
(@) totais (%) | PNA | (%) | (%) padrao
1 0,7510 0,388 8,07 | 0,186 | 3,86 | 4,20
2 0,7508 0,386 8,03 | 0,183 | 3,81 | 4,21
3 0,7508 0,370 7,70 | 0,178 | 3,70 | 4,00
4 0,7500 0,373 7,77 | 0,181 | 3,77 | 4,00 | 4,12 | 0,1089 | 2,64
5 0,7503 0,389 8,10 | 0,186 | 3,87 | 4,23
6 0,7527 0,406 8,42 | 0,211 | 4,38 | 4,04
7 0,7516 0,425 8,83 | 0,202 | 4,19 | 4,22

O teor de constituintes quimicos de um vegetal pode variar consideravelmente com a
época e local de coleta, formas de cultivo, condigdes climaticas, entre outros. Assim, sugere-
se a determinagdo do limite minimo aceitavel através de um estudo cientifico sistematico.
Dessa forma, o doseamento de composto ou grupos quimicos torna-se um parametro
importante de qualidade.

O método utilizado foi a classica reacdo de Folin-Ciocalteu, um método
espectrofotométrico que determina a intensidade da coloragao azul formada pela reducao do
acido fosfotingstico com compostos fenolicos. Esta técnica baseia-se na associagao dos
taninos as proteinas, o que o torna mais especifico, além de apresentar maior sensibilidade e
robustez que os métodos gravimétricos para determinacdo de taninos. O resultado de 4,12%
de taninos totais para as sementes totais de guarana esta de acordo com o exigido pela

farmacopéia brasileira que exige no minimo 4% de taninos totais.
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2. Rendimento obtido na preparacao dos extratos
A tabela 2 apresenta os resultados de rendimento obtidos na producao do extrato

semipurificado de guarana (EPA).

Tabela 2. Rendimentos na produgao de EPA.

Rendimento (%) Média

Extrato bruto (16,71 18,35 [17,53

EPA 8,17 10,30 9,23

Fragdo aquosa @,11 5,79 4,95

3. Determinagao da granulometria dos pos (HELMAN, 1982)

Foi empregada a técnica de andlise granulométrica por tamisacdo. Foram utilizados
tamises com malha de abertura: 0,84; 0,50; 0,42; 0,35; 0,21 ¢ 0,18 mm e o coletor. Pesaram-
se 25,0 g do vegetal moido que foram colocados no conjunto de tamises. O conjunto foi
tamisado durante 20 min a 70 vibragdes por minuto. Apds a tamisacdo, procedeu-se a
pesagem, determinando-se a quantidade de material retido em cada peneira. O resultado ¢
fornecido sob forma tabelar, apresentando-se classe granulométrica (CG; mm); intervalo de
abertura de malha (Am; mm); dimensdo granulométrica média (" ; mm); fragdo retida
percentual (F; %); fracdo residuo percentual (R; %) e fracdo passagem percentual (P; %).
Esses dados possibilitaram o célculo do didmetro médio de particula (dsp) pelo ponto de
cruzamento das curvas de passagem e retencdo. Além disso, esse resultado foi comparado ao

diametro médio calculado pela equacao (ANSEL et al., 2005):

Y R(%)
T 100
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A tabela 3 apresenta os resultados das pesagens do pds apos a tamisagao.

Tabela 3. Granulometria do p6 de guarana.

Abertura de malha do tamis (mm) | Média | Desvio padrao | CV%
1,41 3,31 0,7565 22,78

0,84 26,13 1,2698 4,86

0,42 35,99 0,7599 2,11

0,35 5,26 0,4348 8,26

0,21 10,44 0,2662 2,55

Fundo 18,13 0,9242 5,09

O resultado obtido para a granulometria do p6s das sementes de guarand foi de
diametro médio das particulas de 0,4577 mm.

A distribui¢do granulométrica ¢ um fator importante na obtencao de um extrato, ja que
um maior ou menor rendimento na extragdo estd intimamente relacionado com a area de

superficie e dimensdes das particulas em contato com o liquido extrator

4. Determinacdo da perda por dessecacao.

Cerca de 5 g da droga vegetal cominuida foi exatamente pesada em papel aluminio
previamente tarado e colocado em balanga de secagem por infravermelho por 15 min a
temperatura de 110 °C. Apds resfriamento em dessecador, o material foi pesado. Este
procedimento foi repetido até peso constante. Os resultados sdo expressos em perda de massa

percentual, pela média de, no minimo, cinco determinagdes.
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Tabela 4. Perda por dessecagdo do p6 de guarana (5 g droga, 15 min, 110 °C).

Amostra Perda por dessecacio (%) Média | Desvio padrao | CV%
1 8,0
2 7,8
3 8,0 7,84 0,1673 2,13
4 7,6
5 7,8

A presenga de agua em excesso, em drogas vegetais, promove o crescimento de
fungos, bactérias ou insetos e hidrélise de constituintes. Por essa razdo, limites de dgua sao
descritos para drogas vegetais, especialmente para aquelas que facilmente absorvem agua ou
aquelas nas quais a deterioragdo ¢ promovida pela presenca de dgua em excesso, visto que
este fato impede o armazenamento por tempo prolongado. Este parametro ¢ fundamental para
determinar a estabilidade da droga frente ao periodo de armazenamento.

A farmacopéia brasileira permite no maximo 9,5% de umidade para as sementes de

guarana, portanto nosso material estd de acordo com sua monografia especifica.

5. Determinag¢ao do teor de residuo seco (DEUTSCHES, 1986)

Cerca de 20,0 g da solugdo extrativa foram exatamente pesadas em pesa-filtro
previamente tarado e evaporadas até secura em banho de agua, sob agitacdo casual. O pesa-
filtro foi colocado em estufa por 3 h a temperatura de aproximadamente 105 °C, resfriado em
dessecador, pesado e recolocado em estufa por mais 30 min. Este procedimento foi repetido
até peso constante. O resultado ¢ expresso em relagdo a 100,0 g do extrato, pela média de, no
minimo, cinco determinagdes. As solugdes extrativas analisadas foram: (A) Solugao
acetona:agua (7:3, v/v) e (B) adgua. Todas as solu¢des foram preparadas em turbolizador (15

min/40 °C) na proporcao de 10% (p/v) da droga vegetal moida.
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Solvente Teor de extrativos (%) Média Desvlo CV%
padriao

Agua 527 | 525 | 519 | 509 | 5,51 526 |0,1553 | 2,95

Acetona:dgua | g5 | 514 | 507 | 510 | 498 517 102329 | 4,49

7:3

A determinagdo do teor de residuo seco, além de um dado complementar de controle

de qualidade, uma vez que determina quantitativamente as substancias totais extraiveis de

certa droga vegetal, contribui para a escolha do melhor liquido extrator, pois possibilita a

utilizacao de diferentes solucdes extrativas. Embora a agua consiga extrair quantidade um

pouco superior de substancias que a mistura acetona:agua, sabemos que para extragdo dos

compostos que nos interessam, no caso polifendis, a mistura acetona:agua ¢ mais adequada

que somente agua como liquido extrator.
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