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RESUMO

Diabetes mellitus ndo é uma Unica patologia, mas um grupo de distarbios
metabolicos que apresentam a hiperglicemia como fator preponderante. E uma
doenca extremamente preocupante para a populacdo mundial, além dos crescentes
gastos anuais relacionados ao seu tratamento. A espécie vegetal Libidibia ferrea,
conhecida como “pau-ferro” ou “juca”, € amplamente utilizada na etnofarmacologia e,
dentre suas diversas atividades, possui a propriedade anti-hiperglicemiante. Sendo
assim, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver formas farmacéuticas a
base do extrato seco da casca do caule de Libidibia ferrea para o tratamento de
diabetes mellitus. Para isso, foram realizadas as caracteriza¢des fisico-quimicas da
matéria-prima vegetal, solucdo extrativa e extrato seco obtido por liofilizacéo,
posteriormente foram formulados granulado efervescente, solucéo oral, capsulas e
comprimidos a partir do extrato seco, e submetidas aos testes de controle de
gualidade adequado a cada forma farmacéutica. Observou-se que a matéria-prima
vegetal, solucdo extrativa e extrato seco apresentaram valores de caracterizagdes,
conforme a Farmacopeia Brasileira 5% edicao e literaturas cientificas, no que diz
respeito a determinagdo granulométrica, de umidade, cinzas totais para a matéria-
prima vegetal; determinacéo de densidade relativa, pH e residuo seco para o extrato
aguoso e determinacdo de umidade residual, prospeccédo fitoquimica, teor de
taninos, analise superficial e tamanho de poros, caracteristicas reoldgicas,
caracterizagdo térmica, toxicidade aguda e consumo de glicose in vitro para o
extrato seco. E as formulacbes atenderam a maioria dos valores de controle de
gualidade previamente estabelecidos, entretanto como perspectivas, se fazem
necessarias otimizacdes. As formas farmacéuticas desenvolvidas de forma
preliminar neste trabalho possuem potencial para se tornarem futuras alternativas de

baixo custo no tratamento de diabetes mellitus.

Palavras-chave: Formulacdo Farmacéutica. Plantas medicinais. Fitoterapia.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is not a single pathology, but a group of metabolic disorders
that present hyperglycemia as a preponderant factor. It is a disease of great concern
to the world population, in addition to the increasing annual expenses related to its
treatment. The plant species Libidibia ferrea, known as "pau-ferro" or "juca”, is widely
used in ethnopharmacology and among its several activities it has the property anti-
hyperglycemic. Thus, the present work aimed to develop pharmaceutical forms
based on the dry extract of the stem bark of Libidibia ferrea for the treatment of
diabetes mellitus. For this purpose, the physical-chemical characterization of the
vegetal raw material, extractive solution and dry extract obtained by freeze drying
were carried out. Afterwards, effervescent granules, oral solution, capsules and
tablets were formulated from the dry extract and submitted to quality control tests
appropriate to each pharmaceutical form. It was observed that the vegetal raw
material, extractive solution and dry extract presented values of characterizations
according to the Brazilian Pharmacopoeia 5th edition and scientific literatures, with
respect to the determination of granulometric, humidity, total ashes for the vegetal
raw material; determination of relative density, pH and dry matter for the aqueous
extract and determination of residual moisture, phytochemical prospection, tannin
content, surface analysis and pore size, rheological characteristics, thermal
characterization, acute toxicity and in vitro glucose consumption for the extract dry.
And the formulations have met most of the previously established quality control
values, however as perspectives, if optimizations are needed. Pharmaceutical forms
developed in this work have the potential to become future low cost alternatives in

the treatment of diabetes mellitus.

Keywords: Pharmaceutical Formulation. Medicinal plants. Phytotherapy.
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1 INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) é caracterizada por disturbios na secrecao de insulina,
horménio responséavel pelo metabolismo dos carboidratos no sangue, alterando a
homeostase do organismo, podendo levar a resisténcia ou auséncia de insulina
(FERREIRA, 2011; BLAIR, 2016; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION et al.,
2017). Estima-se que a populacdo mundial com diabetes seja da ordem de 415
milhdes, ocupando 12% das despesas de saude global (SBD, 2017-2018). A
terapéutica é focada no controle e manutencdo da glicemia em niveis fisiologicos,
entretanto, diversos medicamentos utilizados proporcionam ao longo do tempo
efeitos colaterais, que levam ao surgimento e/ou agravamento de outras
enfermidades (ZEITLER, 2014).

Neste sentido, ha um grande interesse na busca de novas alternativas de
tratamento; com isso, o desenvolvimento de fitomedicamentos seguros e eficazes se
torna uma forma cada vez mais atraente, uma vez que possui um menor custo de
producdo. O Brasil possui a vantagem de liderar a lista dos paises mais ricos em
biodiversidade do mundo, implicando em diversas fontes de compostos para o
desenvolvimento de formulagdes terapéuticas. (CASTILHO; MURATA; PARDI, 2007,
CONSERVATION INTERNATIONAL, 2010). Contudo, estima-se que menos de 15%
das espécies tenham sido estudadas para fins de utilizacdo na medicina (ZAGO e
MOURA, 2018).

Dentre as plantas medicinais mais utilizadas pela industria farmacéutica para
obtencdo de novos principios ativos com acado terapéutica encontra-se Libidibia
ferrea conhecida popularmente como “pau-ferro” ou “juca”. Encontra-se entre as 71
espécies divulgadas na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de Saude (RENISUS), que é uma lista de espécies vegetais que
apresentam potencial para gerar fitoterapicos.

E uma espécie largamente utilizada na etnofarmacologia. Diversas
propriedades farmacoldgicas de L. ferrea foram cientificamente comprovadas, dentre
elas SOUZA et al. (2009) e Vasconcelos (2011) afirmaram que o extrato aquoso da
casca do caule de L. ferrea apresentou atividade anti-hiperglicemiante significativa
em ratos.

Uma vez que se faz necessario o incentivo ao desenvolvimento e producéo

industrial de fitomedicamentos, respeitando a padronizacdo necessaria para o
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desenvolvimento e registro de um fitoterapico junto a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), para promover a populacdo alternativas terapéuticas para
doencas cronicas e de alto custo, como diabetes mellitus, este trabalho se propde a
desenvolver formas farmacéuticas (solugéo oral, granulado efervescente, capsula e
comprimido) & base de L. ferrea, como novas alternativas terapéuticas para o

tratamento de diabetes mellitus.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver formas farmacéuticas a base do extrato seco da casca do caule

de Libidibia ferrea como tratamento de diabetes mellitus.

1.1.2 Objetivos especificos

- Obter, processar e caracterizar fisico-quimicamente o material vegetal a
base de Libidibia ferrea;

- Obter e caracterizar fisico-quimicamente a solucdo extrativa a base de L.
ferrea;

- Obter e caracterizar fisico-quimicamente o extrato seco a base de L. ferrea;

- Realizar toxicidade aguda do extrato seco a base de L. ferrea,

- Realizar teste de consumo de glicose do extrato seco a base de L. ferrea,

-Realizar estudo de compatibilidade do extrato seco de L. ferrea e excipientes;

- Obter formulac¢des que proporcionem a incorporacédo do extrato seco de L.
ferrea;

- Realizar controle de qualidade fisico-quimico das formas farmacéuticas

preliminares obtidas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A SINDROME DIABETES mellitus

Segundo os fisiologistas Guyton e Hall (2006), diabetes mellitus é uma
sindrome do metabolismo defeituoso de carboidratos, proteinas e lipidios, causados
tanto pela auséncia de secrecéo de insulina, como pela diminuicdo da sensibilidade
dos tecidos a mesma, ndo empregando adequadamente a insulina que produz. A
insulina € um hormdnio produzido pelas células B das ilhotas de Langerhans no
pancreas e € responsavel por esse metabolismo, a qual possibilita todo mecanismo
hormonal da glicose a ser realizado no organismo (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION et al., 2018).

Quando ocorrem disturbios na secrecdo desse hormonio, h4 uma alteracao
na homeostase do organismo, elevando o nivel de glicose no sangue, levando assim
a doencas hiperglicemiantes, caracterizadas pela resisténcia ou auséncia a insulina,
também conhecidas como diabetes mellitus (DM) tipo 1 e tipo 2, respectivamente, e
DM gestacional (FERREIRA, 2011; BLAIR, 2016; AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION et al., 2017). Os critérios mais aceitos para o diagnostico do DM com
relacdo a determinacdo da glicemia sao trés: 1) sintomas de hiperglicemia (como
polidipsia e poliuria) associados com glicemia casual (exame realizado em qualquer
momento) > 200 mg/dL; 2) glicemia apos jejum de 8 horas = 126 mg/dL; e 3)
glicemia 2 horas ap6s sobrecarga de 75 gramas de glicose > 200 mg/dL. Mais
recentemente, foi incluido como critério o valor da hemoglobina glicada (HbAlc) >
6,5 % e valores acima de 92 mg/dL para DM gestacional (SBD, 2017-2018).

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) atinge principalmente criancas, adolescentes e
adultos jovens, afetando igualmente homens e mulheres, caracteriza-se como uma
doencga autoimune, poligénica, decorrente de destruicdo das células B pancreaticas,
ocasionando deficiéncia completa na producédo de insulina (CHIANG et al., 2014;
MAYER-DAVIS et al., 2017). H4 uma subdivisdo desse tipo de diabetes em DM 1A,
forma mais frequente onde ha uma deficiéncia de insulina por destruicdo autoimune
das células B comprovada por exames laboratoriais, através da presenca de
autoanticorpos e DM tipo 1B deficiéncia de insulina de natureza idiopética, onde
autoanticorpos ndo sao detectaveis na circulacio (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2017). Ja diabetes mellitus tipo 2 (DM2), acomete individuos a partir
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da quarta década de vida, também se apresenta como uma doenca poligénica, com
forte relacdo hereditaria e significativa participacdo de fatores genéticos, tratando-se
de uma perda progressiva de secrecdo insulinica combinada com resisténcia a
insulina (RAO, 2015; CHAUDHURY et al, 2017). Diabetes mellitus gestacional
(DMG) é caracterizada pela hiperglicemia de graus variados diagnosticados apenas
durante a gestacdo. Ocorre quando a condicdo diabetogénica existente na gestao
evolui para disfungdo das células B, gerando uma intolerancia a carboidratos de
gravidade variavel, podendo ser transitério ou persistir apos o parto, onde ha risco
de desenvolvimento de DM2 (NEGRATO, 2016). Diabetes mellitus ainda pode
apresentar-se de outras formas, onde variam no que diz respeito as apresentacdes
clinicas, dependendo do tipo de alteracdo que provocou o disturbio do metabolismo
glicidico, podendo ser defeitos genéticos na fungdo da célula B, na agédo da insulina,
dentre outras (LYRA, 2016).

Diabetes mellitus € um importante e crescente problema global, independente
do grau de desenvolvimento dos paises, pois sua prevaléncia encontra-se
fortemente relacionada com parametros intrinsecos da vida moderna como rapida
urbanizagdo, transicdo epidemioldgica, transicdo nutricional, maior frequéncia de
estilo de vida sedentario, maior frequéncia de excesso de peso, crescimento e
envelhecimento populacional e, também, a maior sobrevida dos individuos com
diabetes (GLOBAL BURDEN OF DISEASE, 2015; FLOR e CAMPOS, 2017).
Atualmente, DM é considerado como terceiro fator responsavel por mortalidade
prematura, sendo superada apenas por pressao arterial aumentada e uso de tabaco
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). Segundo a Federacédo Internacional de
Diabetes, se as condicdes acerca de DM continuarem, estima-se que, no ano de
2040, haja um namero superior a 642 milhdes de pessoas da populacdo mundial
entre 20 a 79 anos vivendo com diabetes (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2015).

2.2 MEDICAMENTOS UTILIZADOS NA TERAPIA DE DIABETES mellitus

A terapéutica de tratamento vai depender do tipo e do grau da DM, onde o
principal objetivo € o controle e a manutencdo dos niveis glicémicos fisiologicos
realizando tratamento medicamentoso em associacdo com nao medicamentoso
(ARAUJO et al, 2000; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018). E essencial
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que todas as pessoas com diabetes tenham um fornecimento de medicamentos
ininterrupto e de alta qualidade. Existe uma diversidade de medicamentos
disponiveis no mercado farmacéutico para a terapia de DM, sendo a insulina
utilizada para o DM tipo 1 e hipoglicemiantes para o DM tipo 2 (VIGGIANO, 2007;
REMPEL et al, 2015).

Como o DM tipo 1 se caracteriza por producado insuficiente de insulina, o
tratamento medicamentoso depende da reposicdo desse hormonio, portanto se faz
necessaria uma boa orientacéo inicial para que os portadores entendam os objetivos
do tratamento, 0 que se pretende com 0s esquemas propostos e a forma de
monitorizacdo dos resultados, causando assim um forte impacto na vida do portador
e ambiente familiar (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2015). No manejo da
sindrome, faz-se uso da insulinoterapia, analogos de insulina, insulinas bifasicas e
sistema de infusdo continua de insulina. A escolha do tratamento é fortemente
relacionada com os niveis fisiolégicos do portador, como também sua rotina, pratica
de exercicios fisicos, alimentacado e faixa etaria (BOLI, 2006; PIMAZONI-NETTO et
al, 2006). No entanto, na maioria dos casos, a meta terapéutica € dificil de ser
alcancada e, ainda que se alcance, a dificuldade em manté-la ao longo da evolugéo
da doenca é significativa, devido aos iniUmeros obstaculos que o diabetes impde,
como a ocorréncia da hipoglicemia, a complexidade em prevenir e o dia a dia do
tratamento e a necessidade de monitoramento e de ajustes frequentes das doses do
hormonio (SBD, 2017-2018).

Ja4 DM tipo 2, por se apresentar como uma diminuicdo na secrecdo de
insulina, seu tratamento é caracterizado basicamente por aumentar a secrecdo do
horménio no organismo, a fim de obter niveis normais de glicemia no sangue, sendo
eles < 100 mg/dL, em jejum, e < 140 mg/dL, pés-prandial (LERARIO et al, 2010).
Dessa forma, faz-se uso de diversos agentes antidiabéticos que agem de diferentes
formas, sdo eles: sulfonilureias e glinidas, que incrementam a secre¢do pancreatica
de insulina; inibidores das a-glicosidases que reduzem a velocidade de absorcéo de
glicidios; biguanidas, que diminuem a producdo hepatica de glicose; glitazonas, que
aumentam a utilizacdo periférica de glicose; peptidio semelhante a glucagon 1, que
exercem efeito incretinico mediado pelos hormbénios GLP-1 e peptidio inibidor
gastrico, pelo GIP (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2017; LU et al, 2017). A
escolha do tipo de abordagem terapéutica depende principalmente das condicdes

clinicas dos pacientes, como também uma série de pré-requisitos que devem ser
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analisados de forma minuciosa antes e durante o tratamento (MAIA et al, 2016;
SBD, 2017-2018).

Ainda assim, por se tratar de uma doenca crbnica, a utilizacdo desses
medicamentos proporciona, ao longo do tempo, efeitos colaterais que levam ao
surgimento e/ou agravamento de outras enfermidades, tais como: diarreia, gosto
metélico, nauseas, flatuléncia, dores abdominais, hipoglicemia, ganho de peso e
alteracdes hematoldgico (ARAUJO et al, 2000; SALCI et al, 2017). Além disso, DM
ocupa 12 % das despesas de saude global, e variam entre 2,5 e 15 % do orgamento
anual da saude de um pais, dependendo de sua prevaléncia e do grau de
complexidade do tratamento disponivel, estimativas do custo direto para o Brasil
oscilam em torno de 3,9 bilhdes de ddlares (SBD, 2017-2018).

Logo, levando em consideracdo os efeitos colaterais que dificultam o
tratamento adequado dos pacientes, além dos gastos com os medicamentos, faz-se
necessario a busca constante por novas alternativas terapéuticas. Neste sentido, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) tem expressado a sua posicao a respeito da
necessidade de valorizar a utilizacdo de plantas medicinais no ambito sanitario
(NICOLETTI, 2009).

O Brasil destaca-se nesse aspecto por possuir quase um terco da flora
mundial com uma biodiversidade exuberante, entretanto, o uso de fitomedicamentos
ainda ndo € uma realidade no ambito do SUS, apesar de todas as vantagens
relacionadas. Com o objetivo de contornar esse impasse, o Ministério da Saude, a
partir da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos divulgou, em 2009,
a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS). Nesta
lista, constam 71 espécies vegetais que apresentam potencial para gerar
fitoterapicos que poderdo ser disponibilizados pelo SUS (MACEDO; GEMAL, 2009).

A fitoterapia relacionada ao tratamento de diabetes mellitus € imensa, onde
diversas plantas medicinais possuem sua utilizacdo difundida na populacéo, a qual
estdo sendo cada vez mais sendo elucidadas cientificamente (SARAVANAMUTTU,;
SURDASANAM, 2012; PARK e JANG, 2017). Atualmente, ha espécies de plantas
com efeito comprovado sobre os animais, aguardando para serem testadas em
humanos, como também outras que possuem atividade antidiabética comprovada
experimentalmente, porém ainda nado foram validadas. Entretanto, felizmente ha
varios grupos de plantas que ja sao utilizadas como tratamento alternativo do DM,

como Ficuscarica (Figueira), Momordica charantia (Meldo de S&o Caetano);
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Eucalyptus globulus L. (Eucalipto), Ocimumsanctum (Manjericao), Baccharis trimera
DC. (Carqueja), Allium sativum L. (Alho), Syzygium cumini (Jambolao); Anacardium
occidentale L. (Cajueiro) e Salvia officinalis L. (Salvia) e Bauhinia forficata (Pata de
vaca) (VOLPATO et al, 2002; BORGES et al, 2008; ALAM, et al, 2016).

Sendo assim, é notavel a necessidade de se desenvolver cada vez mais
novas alternativas terapéuticas através do uso de plantas medicinais como
fitoterdpicos para o tratamento da diabetes mellitus. Se forem considerados as
necessidades da populacdo por alternativas terapéuticas para doencas crbnicas e
de alto custo, como diabetes mellitus, por exemplo, € necesséaria a ampliacdo de
medicamentos que possam ser fornecidos aos usuarios do SUS e oferecam
condicbes, informacbes e 0S meios necessarios para que estes produtos

fitoterapicos possam ser consumidos com seguranca.

2.3 Libidibia ferrea (MART. EX TUL.) L.P. QUEIROZ, BASONIMO Caesalpinia
ferrea MART. EX TUL

Libidibia ferrea é uma espécie vegetal distribuida pelas regibes Norte,
Nordeste e Sudeste do Brasil, que se encontra na forma de arvore de grande porte e
€ popularmente conhecida como “juca”, “pau-de-ferro”’, “madeira brasileira”,
“leopardo”, “ibira-obi” e “imira-ita”. Segundo sua classificagdo taxonémica, L. ferrea é
uma angiosperma da classe dicotiledonia, ou seja, plantas onde suas sementes
apresentam dois ou mais cotilédones e subclasse Rosidae. Pertence a ordem
Fabales da familia das Fabaceae e subfamilia Caesalpiniaceae com folhas nas
formas bipinadas, flores diclamidias, corolas com pétalas livres entre si e sementes
com pleurograma (BARIANI, 2007; COSTA, 2012; CARVALHO, 2017).

Presente em grandes quantidades na Amazébnia, as arvores dessa espécie
podem crescer até 15 m, com folhas de tamanhos variados, medindo até 20 cm
cobertas por uma camada amarela de pelos curtos. Quando imaturos, seus frutos
possuem coloracdo esverdeada. Ao chegar a maturacdo, sua coloracdo muda para
amarronzada e suas sementes possuem cor amarelada. A florescéncia ocorre no
verdo até o inicio da estacdo chuvosa, possuindo flores pequenas na forma de
cachos e de cor amarelada (GALDINO; MESQUITA; KOSSMANN, 2007; FERREIRA

e SOARES, 2015).
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A espécie Libidibia ferrea possui diversas aplicacbes populares, sendo as
principais formas de uso sdo: cha (decoccdo e infusdo), lambedor e garrafada
(BALBACH, 1992; MAIA, 2004; AGRA et al., 2007). Apresentar diversas
propriedades farmacologicas que foram cientificamente comprovadas ao longo do
tempo, como: atividade antibacteriana a partir do extrato metandlico do fruto de L.
ferrea contra Candida albicans e diferentes classes de Streptococcus e Lactobacillus
casei (SAMPAIO et al., 2009); atividade anti-hipertensiva, mostrando beneficios para
o sistema cardiovascular (MENEZES et al., 2007); atividade anticancerigena dos
metabdlitos presente no extrato de acetato de etila de seus frutos (NAKAMURA et
al., 2002); atividade analgésica derivada dos metabdlitos presentes nas sementes e
cascas (CARVALHO et al.,, 1996); atividade anti-inflamatdria e antiulcerogénica
(BACCHI et al., 1995) e atividade anticancer (NOZAKI et al., 2007).

Além dessas atividades farmacoldgicas ja& encontradas, através do estudo
cientifico realizado por Souza et al (2009) em ratos Wistar, foi observado que a
espécie L. ferrea também possui acao anti-hiperglicemiante, indicando que o extrato
aguoso do caule de L. ferrea levou a uma diminuicdo nos niveis de glicose no
sangue dos animais. Adicionalmente Vasconcelos et al. (2011) observou que este
extrato atua na captagdo de glicose pelo figado e mausculos, restaurando a
homeostase do balanco energético intracelular. A acdo observada foi atribuida
possivelmente aos taninos condensados e hidrolisaveis, sendo estes 0os compostos
majoritarios encontrados no extrato. Neste estudo, também foi avaliada a toxicidade
aguda, cronica e reprodutiva, onde nao foram evidenciados sinais de toxicidade nos
ratos tratados pelo extrato como também nenhum comprometimento no
desenvolvimento da prole.

A espécie também foi estudada por outros cientistas como Hassan et al
(2015), que identificou uma melhora no perfil glicémico a partir de um conjunto de
acdo pancreatica e extra pancreética. Foi observado que, ao utilizar extrato alcoolico
da folha da L. ferrea, houve reducdo dos niveis de glicose sanguinea, um aumento
na secrecdo de insulina, uma diminuicdo pouco significativa da amilase, um
melhoramento no perfil lipidico, no estresse oxidativo e na funcdo hepética,
demostrando que o extrato da folha apresenta um efeito hepatoprotetor.

Cunha et al (2017) utilizou semente de L. ferrea, e isolou a galactomanana. O
tratamento com esse polissacarideo demonstrou uma melhora no perfil glicémico, ao

utilizar 10 mg/kg de glactomanana em ratos diabéticos, além de promover um
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melhoramento na sensibilidade a insulina nos tecidos adiposos e uma redugao
significativa nos niveis de triglicerideos no sangue.

Ueda et al (2001, 2004), demostrou que, nos frutos de L. ferrea, esta presente
0 &cido elagico e seus derivados e, durante o isolamento destes compostos,
observou que esses promovem a inibicAo da aldose redutase, sendo essa uma
enzima responsavel por algumas complicacGes do diabetes.

Em diversas partes de L. ferrea, foram encontrados metabdlitos fendlicos
como flavonoides, saponinas, taninos condensados como as catequinas e taninos
hidrolisaveis como o &cido gdalico e o elagico, cumarinas, esteroides e outros
compostos fitoquimicos (GONZALEZ, 2004; ARAUJO et al, 2014). O cha da casca
do caule de L. ferrea mostrou ser um 6timo regulador da glicose para tratamento de
diabetes, reduzindo gordura e conferindo ganho de massa corporal e reducdo do
apetite. O extrato confere efeito extra-pancreatico, ou seja, independem dos niveis

de insulina no organismo.

2.4 CARACTERIZACAO DE MATERIAIS VEGETAIS

O desenvolvimento de fitoterapicos inclui varias etapas desde a coleta do
material vegetal até o controle de qualidade da forma farmacéutica finalizada. Inicia-
se pelo levantamento bibliografico de comprovacdes cientificas em paralelo com a
pesquisa etnofarmacolégica (CAMARGO, 1999; CARVALHO et al, 2012).
Posteriormente, prepara-se uma exsicata com um exemplar da espécie coletado,
onde a mesma é identificada botanicamente baseada em uma analise de
caracteristicas anatémicas e tem seu registro em um museu ou herbario (DI STASI,
1996; MIGUEL & MIGUEL, 1999; CECHINEL-FILHO, 2015; SIMOES et al., 2017).

A investigacdo de potenciais atividades biolégicas do material vegetal como
também seu estudo de toxicidade € requisito essencial para o desenvolvimento da
planta medicinal em um produto fitoterapico ao garantir os preceitos basicos de
medicamento, seguranca e eficacia. Para cada atividade farmacolégica da planta
medicinal, tem-se uma parte botanica de interesse como também o composto
fitoquimico relacionado com o mesmo (TOLEDO et al, 2003; DUTRA et al, 2016).

Conhecer a planta fitoquimicamente é fundamental para o desenvolvimento
de um fitoterapico, uma vez que os estudos fitoquimicos compreendem as etapas de

isolamento, elucidacéo estrutural e identificacdo dos constituintes mais importantes
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do vegetal, em que muitas vezes sao substancias originarias do metabolismo
secundario, responsaveis direta ou indiretamente pela acédo biolégica (TOLEDO et
al, 2003). Tém-se, nos métodos cromatograficos e espectrofotométricos, os
principais meios para realizar a identificagdo fitoquimica do material vegetal
estudado como também a quantificacdo de principios ativos, sendo 0s mais
utilizados: a cromatografia em camada delgada (CCD) (CESAR et al., 2007),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (CHABARIBERI, 2008), cromatografia
gasosa (CG) (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998), espectrofotometria de absorcéo
molecular no ultravioleta/visivel (espectrofotometria UV-vis) (VALLADAO et al, 2009),
espectroscopia no infravermelho (FT-IR) (MALUF et al., 2010).

Ao se determinar o emprego de espécies vegetais como matéria-prima para
producédo de fitomedicamentos, 0 passo inicial e mais importante € a padronizacao
da droga vegetal e seu respectivo extrato seco. Neste sentido, aplicam-se diferentes
técnicas de caracterizacdo aos produtos vegetais com a finalidade de estabelecer
suas especificacbes de qualidade e garantir seus critérios de eficacia e seguranca
(KLEIN et al., 2009).

A caracterizacdo morfologica dos pos oriundos de um material vegetal auxilia
na determinacdo de parametros importantes para o0 desenvolvimento de
fitomedicamentos ao elucidar caracteristicas superficiais, tamanho das particulas,
poros, tornando-se assim imprescindiveis para determinar o grau de solubilidade
(GUERRA et al., 2008). As principais técnicas sdo: microscopia eletrbnica de
varredura — MEV (IOSIOE et al, 2011), area superficial especifica, analise
granulométrica a laser e andlise de porosidade (SILVA, 2010). Esses métodos
corroboram com a determinacdo das propriedades de fluxo, que é realizada
principalmente através das caracteristicas reoldgicas 0s quais sdo obtidas a partir
das determinacdes de angulo de repouso, tempo de escoamento e densidade
aparente (GUERRA et al.,, 2008). Os resultados obtidos a partir da anélise
morfologica e propriedades de fluxo sdo fundamentais para determinar técnicas que
melhorem parametros de solubilidade, distribuicdo de tamanhos dentre outros, que
podem ser modulados para se atingir uniformidade de contetdo das formulacées.

A determinacdo de umidade é de grande relevancia do ponto de vista
tecnolégico, uma vez que uma grande quantidade de agua propicia a proliferacédo de
fungos e bactérias, além de favorecer a atividade hidrolitica de diversas enzimas

presentes nas células vegetais, possibilitando de tal modo a degradacdo dos
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principios ativos pelos processos de hidrolise, mesmo em um curto espaco de tempo
(MENDEZ et al, 2011). Portanto, através de métodos como destilacdo azeotrépica e
perda por dessecacédo, séo indicativos de controle de qualidade ao auxiliarem nas
determinacdes de eficiéncia de secagem, estabilidade e conservagdo das matérias-
primas vegetais (BORGES et al, 2005; BRASIL, 2010). A umidade também pode ser
definida pela andlise térmica, onde através das técnicas de termogravimetria (TG),
termogravimetria derivada (DTG) e analise térmica diferencial (DTA) se obtém a
variacdo de peso em funcdo de um gradiente de temperatura (DENARI;
CAVALHEIRO, 2012).

2.5 OBTENCAO DE EXTRATOS VEGETAIS SECOS

Extratos sdo preparacdes sélidas pulvéreas ou granuladas obtidas a partir de
evaporacdo de solventes utilizados em extratos liquidos oriundos de plantas
medicinais. Podem apresentar ou ndo, adjuvantes de secagem (BRASIL, 2010). Os
métodos de obtencdo estdo se diversificando cada vez mais, uma vez que as
vantagens dos extratos secos sob os liquidos sdo inUmeras.

Os beneficios dos extratos secos justificam sua utilizacdo crescente na
fitoterapia, apresentam caracteristicas como: facil manuseio e transporte, facilidade
de padronizagdo dos principios ativos, homogeneidade na distribuicdo
granulométrica dos constituintes na preparacdo de formas farmacéuticas, baixa
umidade gerando maior estabilidade fisica, quimica e microbioldgica.

Dessa foram, resultam em um principio ativo tecnologicamente viavel para
fins de producdo em larga escala na fitoterapia moderna (CORDEIRO, 2000;
SOUZA et al, 2006).

Apesar das inUmeras vantagens, 0s extratos secos apresentam algumas
dificuldades significativas como auséncia de fluidez na maioria dos casos, alta
higroscopicidade, gerando empacotamentos instaveis e dificuldades de compressao
e compactacdo (SOUZA, 2006). Entretanto, todos esses problemas podem ser
resolvidos ou amenizados facilmente pela escolha de adjuvantes farmacéuticos
adequados para serem aplicados a solucdo extrativa durante o procedimento de
secagem. Os adjuvantes devem se manter inertes, inGcuos e termoestaveis

guimicamente; irdo modificar as caracteristicas originais do po, com funcédo apenas
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de melhora-los farmacotecnicamente como também aumentar o rendimento de
secagem (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Séo utilizadas diversas técnicas de secagem na aplicacdo, obtencédo e
padronizacdo de extratos secos como insumo farmacéutico para producéo de
fitoterapicos, onde vém sendo utilizadas com sucesso (SILVA et al, 2018). Dentre
elas, as mais citadas séo: a nebulizacdo ou spray-dryer (SOUZA, 2003; CRUZ et al,
2013), o leito de jorro (SOUZA, 2007), a liofilizacdo e a evaporacao rotativa (DUTRA
et al., 2009).

A liofilizagdo é uma técnica muito utilizada na industria, principalmente na de
alimentos por nédo utilizar calor para desidratacdo do material, apresentando
vantagens em relacdo a outras técnicas de secagem, como por exemplo: a garantia
da integridade da estrutura molecular dos componentes do material liofilizado, a
menor perda de componentes volateis e a preservacgao frente a acbes enzimaticas
(GARCIA, 2009; FANTE, 2011). A liofilizacdo é um processo de trés etapas. O
primeiro passo € o congelamento do produto, em seguida ocorre a remoc¢ao do gelo
e no terceiro, a 4gua que permanece fortemente ligada aos solutos, é removida do
produto (AZWANIDA, 2015).

A solucdo extrativa € congelada, e posteriormente, ocorre sublimacdo seguida
por dessorcdo do solvente, sendo a agua na maioria das vezes, onde sua
guantidade é reduzida para valores que nao possibilitem a atividade bioldégica nem
reacbes quimicas e enzimaticas (MARQUES, 2008). Essa técnica apresenta
vantagem em relacdo as demais, por apresentar caracteristicas como: concentracao
do produto, perda de volateis, decomposicdo térmica, acdes enzimaticas e
desnaturacao das proteinas (GARCIA, 2009).

O primeiro passo para dar inicio a técnica é o congelamento, onde ha a
formacao dos cristais. Dessa forma, a velocidade do congelamento, o teor de agua,
a viscosidade do liquido, a composicdo do produto base e a presenca de
substancias nao cristalizadas sdo considerados fatores que influenciam na forma e
tamanho final do cristal, refletindo no segundo passo, o processo de sublimacao
(GERALDINE DIETRICH, 2014), uma vez que o tamanho do cristal e a formacg&o da
rede cristalina alteram a forma como a agua vai escapar, pois cristais grandes
apresentam uma boa porosidade, facilitando assim a saida do vapor d’agua durante
o processo (RODRIGUES, 2008).
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Em seguida, acontece a secagem primaria, onde ocorre incialmente com
sublimacao na superficie do produto, posteriormente vai ocorrendo nas partes mais
profundas e o vapor produzido deve ser conduzido para as partes mais externas a
medida que vao secando. Sendo assim, essa parte do procedimento depende da
velocidade de transferéncia e da remoc¢ao de vapor e do calor para a sublimacao.
Essa fase continua até que todo o gelo no produto tenha sido sublimado
(GERALDINE DIETRICH, 2014).

Por fim a secagem secundaria, dessorcéo do solvente, € a Ultima fase, onde a
agua aderida a superficie interna da solugdo extrativa é removida. Para isso, pode-
se aumentar a temperatura ou utilizar um elevado gradiente de pressao (DAMY -
BENEDETTI et al, 2013).

O extrato seco obtido no final do processo apresenta aspecto poroso, friavel,
com carater li¢filo e hidrofilico possibilitando a reconstituic&o rapida e integral. E uma
técnica bastante utilizada para obter estabilizacéo e conservacgao de produtos frageis
(JALES, 1999).

2.6 FORMAS FARMACEUTICAS

Forma farmacéutica é caracterizada pelo estado fisico final de apresentacdo
composta por principios ativos adicionados ou n&o de adjuvantes farmacéuticos
apropriados, a fim de administrar os agentes terapéuticos a uma determinada via de
administragcdo com caracteristicas apropriadas de modo a se obter efeito desejado
(BRASIL, 2006; DESTRUTI, 2011).

Para o produto fitoterapico, a escolha da forma farmacéutica mais apropriada
cumpre 0S mesmos requisitos basicos para qualquer medicamento. Deve-se
considerar a eficicia e a seguranca do componente ativo e assegurar sua qualidade;
facilitar a aplicagdo do medicamento, por meio da via de administracdo mais
apropriada; permitir a administracdo de dose efetiva do componente ativo, com
precisdo adequada ao seu emprego seguro e sua adequacao a casos especificos;
contornar problemas de estabilidade, por meio da adicdo de adjuvantes primarios
conservadores, como conservantes, antioxidantes, tamponantes, etc.; adequar as
propriedades da forma farmacéutica as necessidades fisiolégicas da via de
administracéo; direcionar a cedéncia dos componentes ativos, seja quanto ao local

mais apropriado de absorcdo ou quanto ao perfil de liberagcdo e aumentar o nivel de
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aderéncia ao tratamento, tais como os adequadores organolépticos, que conferem
caracteristicas sensoriais (gustativas, olfativas e visuais) aceitaveis ao produto.
(TOLEDO et al., 2003).

Dessa forma, antes de se dar inicio ao processo de obtencdo de formas
farmacéuticas derivadas de matéria-prima vegetal, deve-se fazer um planejamento,
para se determinar 0 manejo adequado da matéria-prima vegetal e demais
adjuvantes que poderdo ser utilizados de acordo com as suas especificacoes,
determinacdo das etapas de transformacdo tecnologica e determinacdo de
metodologias para o controle de qualidade segundo as legislagdes e normatizacdes
vigentes para cada forma farmacéutica fitoterapica (TOLEDO et al., 2003; BRASIL,
2014).

Dentre as necessidades da forma farmacéutica se encontrar corretamente
adequada a via de administracdo de modo a se obter a biodisponibilidade mais
efetiva, tém-se as formas farmacéuticas solidas, com destaque para os granulos,
obtidos a partir da aglomeracdo de matérias-primas pulverizadas e caso necessario
de outros adjuvantes farmacéuticos (TOLEDO et al., 2003; ANSEL, 2013), podem
ser utilizados como preparacfes extemporaneas como solugbes ou suspensoes,
preparadas a quente ou a frio, também como forma intermediaria na obtencdo de
comprimidos, material de enchimento de capsulas, ou, ainda, como forma
farmacéutica final (COUTO et al., 2001).

A forma granulada contribui para a melhoria das propriedades de fluxo e das
caracteristicas de compressibilidade, previne segregacdo dos constituintes, auxilia
no manejo da densidade e da distribuicdo granulométrica, onde produz um
aglomerado com propriedades especificas de velocidade de desintegracdo e de
dureza, adequando a velocidade de liberacao de farmacos (AULTON, 2016).

Dentre os tipos de granulados, encontra-se o granulado efervescente que é
desenvolvido contendo componentes que liberam rapidamente didxido de carbono,
guando em contato com a agua. Quando comparado a outras formas farmacéuticas,
o0 granulado efervescente apresenta como principais vantagens: aumenta a
biodisponibilidade dos farmacos, pois ndo € necessaria a desagregacao
farmacéutica uma vez que se administra 0 mesmo solubilizado, permite mascarar
sabor desagradavel, possibilita o manejo com doses elevadas e usuarios que
possuem dificuldades de degluticdo, dentre outras caracteristicas que podem levar a
melhor aceitacdo pelo paciente (LACHMAN et al.,2001; ANSEL et al., 2013).
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Dentre as diversas formas farmacéuticas que podem ser empregadas para a
veiculacdo de farmacos por via oral, estima-se que mais de 70 % estdo sob a forma
farmacéutica solida, como capsulas e comprimidos (ANSEL, 2013). As capsulas,
representam 60% das formas farmacéuticas comercializadas atualmente, pois séo
uma das formas farmacéuticas de maior aceitacdo. Consistem em formas
farmacéuticas solidas que possuem um involucro que pode ser de gelatina,
derivados de celulose, polissacarideos e amido no qual esta contida a substancia
ativa acrescentada ou nao de adjuvantes (BRASIL, 2010; ANSEL, 2013).

Sado caracterizadas por serem formas farmacéuticas muito verséateis, pois
podem ser preparadas de forma extemporadnea, onde pode-se adequar a
composicdo e a individualizacdo de dose de acordo com as necessidades clinicas
de cada paciente (AULTON, 2016).

A principal vantagem da utilizacdo de capsulas € a protecdo do farmaco
contra agentes externos como po, ar e luz, por apresentar elevada resisténcia fisica
e mascaramento de caracteristicas desagradaveis. Quando comparadas aos
comprimidos, € necessaria uma quantidade menor adjuvantes, facilitam a
estabilidade ao farmaco e apresentam boas caracteristicas de biodisponibilidade
(KULKAMP et al, 2011).

J4 os comprimidos séo caracterizados por conter a dose de componentes
ativos individualizados na propria forma. Sao obtidos pela compactacdo de matérias-
primas sélidas, onde ocorre compressao ou moldagem de substancias ativas com ou
sem diluentes, desintegrantes, materiais de revestimento, corantes e outros
adjuvantes farmacéuticos (ANSEL, 2013).

Os comprimidos séo considerados a forma farmacéutica mais popular por
apresentarem inlmeras vantagens para a industria, como também para o paciente,
sendo as principais delas: alto grau de precisdo na dosagem, maior estabilidade
fisico-quimica do principio ativo que outras formas, principal forma para administrar
farmacos insolliveis em agua, reducdo da percepcdo de sabores e odores
desagradaveis, facil administracdo e manuseio pelo usuario, possibilidade de
introduzir revestimentos e controlar a liberacdo do farmaco, alta resisténcia a
choques e abrasoes, etc (DESTRUTI, 2011).

As solucdes orais sdo preparacoes liquidas homogéneas que contém uma ou
mais substancias quimicas dissolvidas em solvente adequado ou em uma mistura de

solventes mutuamente misciveis. Durante sua formulacdo podem ser adicionados
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adjuvantes farmacotécnicos para promover maior estabilidade como antioxidantes e
conservantes e/ou palatabilidade como edulcorantes e flavorizantes (ANSEL, 2013).

Apresentam como principais caracteristicas a boa biodisponibilidade com
absorcao répida pelo organismo, pois o farmaco apresenta-se dissolvido no meio
dispersante, como também facilidade de administragdo. Dessa forma, sdo as
principais formas para a administragdo em criancas, lactentes, idosos ou outros
pacientes com dificuldade de degluticdo (HARDMAN, 2001). Sendo assim,
representam a escolha quando h&d uma inconveniéncia na utilizacdo de formas
farmacéuticas sélidas na forma de comprimidos ou capsulas.

Independente da forma farmacéutica escolhida e produzida, todas devem ser
submetidas a um rigoroso controle de qualidade, pois devem atender aos requisitos
preconizados pela Farmacopeia Brasileira 52 edicdo (2010), quanto a fatores como
determinacdo de peso médio, uniformidade de conteudo, tempo de desintegracéo,
ensaio de dissolucéo, pH, densidade, dentre outros testes aplicados a cada tipo de

formulacao.



36

3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA VEGETAL

3.1.1 Matéria-Prima Vegetal

As cascas do caule de Libidibia ferrea (figura 1) foram coletadas em 13 de
julho de 2017 no municipio de Pesqueira, Pernambuco, Brasil, cujas latitude e
longitude sao 8°21'28.0"S, 36°41'47.0"W, respectivamente. Sua exsicata foi
previamente identificada no Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), na qual
gerou o numero de registro #86678. ApOs secagem em temperatura ambiente, o
material foi seco em estufa de ar circulante a temperatura de 45 + 2°C por
aproximadamente 7 dias, para estabilizacao de peso e calculou-se o rendimento de
secagem. Em seguida, as cascas foram submetidas a moagem em moinhos de
facas, com abertura de malha intermediaria, obtendo-se a matéria-prima vegetal
(MPV) de L. ferrea e, mais uma vez, foi calculado o rendimento e verificadas as

caracteristicas macroscopicas.

Figura 1 - Espécie de Libidibia ferrea coletada no municipio de Pesqueira-PE.

Fonte: Dados da pesquisa.
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3.1.2 Determinacdo Granulométrica

A determinacao da granulometria dos pés foi realizada segundo Farmacopeia
Brasileira 5° Edicdo (BRASIL, 2010). O p6 resultante da moagem dos caules da
planta foi submetido a andlise granulométrica, a fim de obter dados quantitativos
sobre o tamanho médio e a distribuicdo de tamanho do material vegetal utilizada. O
conjunto de tamis foi montado de acordo com a abertura da malha, em que a de
maior abertura ficou sobre o de abertura menor, colocando o conjunto sobre o
receptor de tamises. A abertura das malhas dos tamises utilizados foram de
1700 pm, 710 pm, 355 pm, 250 um, 180 pum e 125 pm. Foram pesados cerca de 25
g da amostra e transferidos para o tamis superior, distribuindo uniformemente o po.
O conjunto foi tampado e acionado o aparelho, por cerca de 15 minutos, com
vibracdo adequada. Apos o término deste tempo, utilizando um pincel adequado, foi
removida toda a amostra retida na superficie superior de cada malha para um papel
impermeavel, e pesado o pd. O pé retido no coletor também foi pesado. Calculou-se

o percentual retido em cada tamis. A analise foi realizada em triplicata.

3.1.3 Determinacédo da Umidade (Perda por Dessecacéao)

Foi realizada através do método gravimétrico da Farmacopeia Brasileira 52
edicdo (BRASIL, 2010). A matéria-prima vegetal foi reduzida a p6 fino. Foram
pesados 2 g e transferidos para pesa-filtro chato previamente dessecado durante 30
minutos. Apds resfriamento em dessecador, o pesa-filtro foi pesado, contendo a
amostra, e tampado. O pesa-filtro foi agitado brandamente para distribuir a amostra,
da maneira mais uniforme possivel, a uma altura ideal de 5 mm, e colocado o pesa-
filtro na estufa, retirada a tampa, deixando-a também na estufa. A amostra foi seca a
105°C por 2 horas. O pesa-filtro foi colocado no dessecador para esfriar até
temperatura ambiente e realizada a operacdo de pesagem até obter o peso
constante. A porcentagem de perda por dessecacdo foi calculada. A andlise foi

realizada em triplicata.
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3.1.4 Determinagao de Cinzas Totais

Foram pesados cerca de 3 g da amostra pulverizada e transferidos para
cadinho previamente tarado. A amostra foi distribuida uniformemente no cadinho e
incinerada, aumentado, gradativamente a temperatura até, no maximo, 600 + 25°C,
até que todo o carvao fosse eliminado. Um gradiente de temperatura (30 minutos a
200°C, 60 minutos a 400°C e 90 minutos a 600°C) foi utilizado. Apés a incineracéo, o
cadinho foi colocado no dessecador para resfriamento e, por seguinte, pesado.
Calculou-se a porcentagem de cinzas em relacdo a droga seca ao ar (BRASIL,

2010). A analise foi realizada em triplicata.

3.1.5 Prospeccéo Fitoquimica (Triagem Fitoquimica)

Para a prospeccéo fitoquimica da matéria-prima vegetal de L. ferrea, realizou-
se pesquisa de taninos hidrolisaveis, taninos condensados, flavonoides, esteroides e
saponinas através de cromatografia em camada delgada (CCD). A metodologia
utilizada foi adaptada de Wagner e Bladt (1996); Galvao e colaboradores (2018).

Para confirmacg&o da presenca de saponinas foi realizado o teste de espuma
de acordo com Costa (2001).

3.1.6 Anélise Térmica da Matéria-prima Vegetal

A matéria-prima vegetal de L. ferrea foi analisada utilizando a técnica de
DTGI/TG.

Foi utilizado o equipamento Shimadzu® modelo DTG-60. A andlise foi
realizada numa faixa de temperatura entre 25 e 600°C, sob atmosfera dinadmica de
nitrogénio ultrapuro (50 mL/min) e raz&o de aquecimento de 10°C/min, utilizando
cadinhos de alumina abertos, contendo aproximadamente 5 mg de amostra (LYRA,
2013).
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3.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DA SOLUCAO EXTRATIVA

3.2.1 Solucéo Extrativa

Foi realizada através do método de extracdo a quente, numa relacao
droga:solvente de 1:20 (p/v), usando agua destilada como solvente extrator, onde a
agua a 100°C foi vertida sobre a matéria-prima vegetal pulverizada, permanecendo
por aproximadamente 15 minutos (SOUZA et al., 2009; SIMOES et al., 2017). Em
seguida, foi calculado o rendimento da solugéo extrativa.

3.2.2 Determinacéao de pH

Foi realizada através da utilizacdo de cerca de 25,0 mL da solugédo extrativa
em pHmetro Micronal® modelo B474 previamente calibrado. O resultado foi expresso
pela média de seis determinac¢des (BRASIL, 2010).

3.2.3 Determinacédo da Densidade Relativa

A metodologia utilizada foi da BRASIL, 2010. Foi utilizado um picnémetro de
25 mL previamente calibrado. A calibracdo consiste na determinacdo da massa do
picnbmetro vazio e da massa de seu contetdo com 4gua destilada. Foi transferida a
amostra para o picnémetro, removendo excesso da substancia e pesado. O peso da
amostra foi obtido através da diferenca de massa do picndmetro cheio e vazio. A
densidade relativa foi determinada por meio da razdo entre a massa da amostra

liguida e a massa da agua, ambas a 20°C. A analise foi realizada em triplicata.

3.2.4 Determinacdo do Residuo Seco em Extratos Fluidos

Foram transferidos 2 mL da solucédo extrativa para pesa-filtros. Evaporou-se
até secura em banho-maria e dessecou-se em estufa a 100-105°C, por 3 horas.
Deixou-se esfriar em dessecador, sobre silica e pesou-se. Calculou-se o residuo
seco em porcentagem sobre o volume, através da formula (BRASIL, 2010). A

andlise foi realizada em triplicata.
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3.3 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO SECO

3.3.1 Extrato Seco

A solucdo extrativa das cascas do caule de L. ferrea foi filtrada, o solvente
extraido com o uso de um liofilizador e foi calculado a porcentagem de extrato seco
obtida a partir do volume de solucdo extrativa que foi colocado para secar no
liofilizador. Foi utilizado o equipamento LIOTOP® (modelo L101), através de
otimizacdes do processo de secagem, as condi¢des finais utilizadas foram: presséo
de cerca de 30 mmHg, temperatura de aproximadamente -55° C por um tempo de
secagem em torno de 96 horas.

3.3.2 Determinacédo da Umidade Residual (Perda por Dessecacao)

Foi realizada através do meétodo gravimétrico, em triplicata, onde foram
pesados cerca de 2 g do extrato seco e transferidos para pesa-filtros chatos
previamente dessecados durante 30 minutos nas mesmas condicdes a serem
empregadas na determinacdo. Apos resfriamento em dessecador, 0s mesmos foram
pesados tampados, contendo as amostras. Posteriormente, foram colocados em
estufa (aproximadamente 105° C) por cerca de 2 horas (BRASIL, 2010). Os pesa-
filtros foram armazenados em dessecador para estabilizacdo de temperatura e entédo

pesados. A operacao foi repetida até peso constante.

3.3.3 Prospeccao Fitoquimica (Triagem Fitoquimica)

Para a prospeccdo fitoquimica do extrato seco de L. ferrea, realizou-se
pesquisa de taninos hidrolisaveis, taninos condensados, 0s constituintes de
interesse desse estudo, uma vez que estdo relacionados com a atividade
antihiperglicemiante da planta, como também flavonoides, esteroides e saponinas
através de cromatografia em camada delgada (CCD). Conforme metodologia

descrita no subitem 3.1.5.
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3.3.4 Caracterizacdo Térmica da Extrato seco

O extrato seco de L. ferrea foi caracterizada utilizando a técnica de DTG/TG.

Conforme metodologia descrita no subitem 3.1.6.

3.3.5 Doseamento de Taninos

O doseamento de taninos foi realizado em triplicata, através da quantificacdo
dos compostos fendlicos totais, metodologia baseada no modelo descrito por
Amorim et al.,, 2008. Para o doseamento, o extrato seco foi diluido em agua
destilada numa concentracdo de 1 mg/mL em baldo volumétrico de 25 mL. Foram
adicionados 200 puL do extrato solubilizado, 0,5 mL da solu¢cdo do reagente Folin-
Ciocalteu, 1 mL da solucao de carbonato de sédio no baldo de 10 mL e completado
com agua destilada. A amostra ficou por 30 minutos ao abrigo da luz e a
temperatura ambiente, posteriormente foi realizada a leitura da absorbancia da
mistura no comprimento de onda de 760 nm no espectrofotdbmetro. O branco foi
preparado com 0s mesmos reagente utilizado para a amostra, exceto o extrato,
submetido aos mesmos parametros.

A curva de calibracéo foi preparada com uma solucdo padrédo de acido gélico
(2 mg/mL) e todos os demais reagentes citados anteriormente, nas concentragdes
de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 pug/mL. O teor de fendis totais foi expresso
como miligramas equivalentes de acido galico por grama de extrato (mg EAG/Q).

Posteriormente, foi pesado 1 g de caseina e transferido para erlenmeyer de
50 mL. Foram adicionados 6 mL da amostra diluida e 12 mL de agua destilada e
colocados sob agitagcdo durante 3 horas, para precipitacdo dos taninos com a
caseina. Apds o periodo, filtrou-se a solugdo em baldo volumétrico e completou-se
com agua destilada para 25 mL. Utilizando uma aliquota de 1 mL e foram
guantificados os fendis residuais pelo método Folin-Ciocalteu detalhado
anteriormente. Por fim, o teor de taninos foi calculado pela diferenca entre o

conteudo de fendis totais e fendis residuais. A analise foi realizada em triplicata.
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3.3.6 Caracteristicas Reoldgicas

3.3.6.1 Angulo de Repouso e Tempo de Escoamento

O angulo de repouso foi determinado ao passar cerca de 10 g do extrato seco
em funil de altura fixa (10 cm), com diametros superior e inferior de 14 e 1 cm,
respectivamente, deixando-os cair em uma superficie plana coberta com papel
milimetrado. O angulo de repouso (a) € determinado pela equacédo: tg a = H/R
(equacédo 2), onde H €é a altura e R € o raio do cone. O tempo de escoamento foi
medido em segundos com auxilio de um cronémetro (VIANA, 2006). A andlise foi

realizada em triplicata.

3.3.6.2 Determinacdo da Densidade Aparente e de Compactacéo

A densidade aparente (da) do extrato seco foi determinada utilizando-se uma
proveta graduada e 10 g de amostra, realizando a medicdo do volume ocupado pelo
extrato na proveta. A densidade compactada (dc) foi obtida através do equipamento
Tap density®, onde o extrato seco contido na proveta graduada foi submetido
incialmente a 10 e 500 quedas, e posteriormente adicionadas 500 quedas, repetidas
vezes até que a diferenca entre as batidas nao fosse superior a 2%, obtendo ao final
do processo 2500 quedas. A partir dos valores das densidades, foram calculados o
fator de Hausner (FH), indice de Compressibilidade (IC) e indice de densificag&o
(ID), segundo as equacbes 3, 4 e 5, respectivamente (SCHUSSELE; BAUER-
BRANDL, 2003; ANSEL, 2013). As analises foram realizadas em triplicata.

FH = da/dc (3) IC = dc-da/dc x100 (4) ID= V10-V2500 (5)

Onde: da = densidade aparente; dc = densidade compactada; V10 = volume

do p6 apds 10 quedas; V2500 = volume do p6 apds 2500 quedas.

3.3.7 Anédlise da Area Superficial e Porosidade das Particulas

A area  superficial especifica foi determinada através do
método BET (Brunauer, Emmett and Teller), volume e didmetro médio, usando-se o
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método BJH (Barret, Joyner and Halenda). Foram pesados aproximadamente
220 mg da amostra que foram submetidos a adsorcao fisica de nitrogénio (SILVA,
2010).

3.3.8 Toxicidade Aguda (DLso)

Para estabelecimento da DLso (dose letal média), foi utilizado o protocolo
experimental de toxicidade aguda de dose Unica, estabelecido na Guideline 423
(OECD 423; 2001) e com a aprovacgdo do Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da UFPE sob o numero de registro 0112019. Foi utilizada a dose 2000
mg/kg.

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus), com
aproximadamente 60 dias de idade, pesando em torno de 30 g, obtidos no biotério
do Departamento de Antibiéticos do Centro de Ciéncias Biol6gicas da Universidade
Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos em condi¢cdes controladas de
iluminacé&o (ciclo de 12 horas claro/escuro) e temperatura (22 + 2° C), em gaiolas de
polipropileno. Para realizagdo da investigagédo, os animais foram divididos em dois
grupos, de trés animais em cada onde permaneceram em jejum durante 12 horas e
receberam agua ad libitum. Posteriormente, o grupo controle recebeu somente o
veiculo (1 mL/100g de peso de agua destilada) e o grupo tratado recebeu o extrato
da casca do caule de L. ferrea diluido em agua destilada. A via de administracéo
utilizada em todos os animais foi gavage (v.0.) em dose Unica.

Apds a administracdo das substancias nos dois grupos, os animais foram
confinados e dispostos em uma superficie plana, e foram observados por 30 minutos
guanto aos sinais toxicos e andalise comportamental, seguindo os parametros
preconizados por Malone (1977). Posteriormente, foram feitas observagfes em
intervalos regulares durante 14 dias. Também foi avaliado a evolugdo da massa
corporal como também os consumos de agua e racdo durante todo experimento.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o0 programa
GraphdPrism 5.0°. Os valores foram expressos como média + desvio padrdo (D.P.),
com andlise de variancia (ANOVA), seguido por Newman-Keuls. O nivel de

significancia para rejeicdo da hipotese de nulidade sera fixado em 5% (p<0,05).



44

3.3.9 Consumo de Glicose in vitro do Extrato Seco

Foi realizada analise da influéncia do extrato seco de L. ferrea no consumo de

glicose in vitro das células de adipdcitos.

3.3.9.1 Cultura e Diferenciacdo das Células 3T3-L1 (Pré-adipdcitos)

Para os testes de consumo da glicose foi utilizada a linhagem celular 3T3-L1.
Essas células foram adquiridas do Banco de Células da Universidade Federal do Rio
de Janeiro (UFRJ) e mantidas em cultura conforme descrito na literatura (ZEBISCH,
et al. 2012) em: meio modificado por Dulbecco (DMEM; Gibco®) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco®), 1% de penicilina e estreptomicina (Gibco®),
sob uma atmosfera de 5% de gas carbdnico (CO2) a uma temperatura de 37 °C. As
células estavam mantidas em cultura nessas condicdes até atingirem a confluéncia
de aproximadamente 80% e, em seguida, semeadas em placas de 96 pocos (1x104
de células por poco) para realizacdo dos experimentos. Para o processo de
diferenciacdo as células permaneceram trés dias em meio DMEM, contendo 10% de
SFB, 0.5 mM de 1-metil-3-isobutil-xantina (IBMX), 1 uM de dexametasona e 1 pg/mL
de insulina (Sigma Aldrich, USA). Apds esse periodo, as células foram mantidas
durante mais sete dias em meio DMEM contendo 10% de SFB e 10 pg/mL de
insulina. A diferenciacédo celular foi confirmada utilizando-se o corante Oil Red, o

mesmo revela os depdsitos de lipidios na cor vermelha.

3.3.9.2 Modelo de Resisténcia Insulinica in vitro e Grupos Experimentais

Os adipdcitos foram lavados com tampao salino (PBS) e incubados com
DMEM isento de soro contendo 0,5% de albumina de soro bovino (BSA) 12 h antes
dos experimentos. As células foram divididas em 4 grupos: (1) grupo controle
positivo contendo insulina (2) grupo modelo, (3) grupo tratado com 25 pg/mL de
extrato seco de L. ferrea e (4) grupo tratado com 50 pg/mL de extrato seco de L.
ferrea. A resisténcia a insulina foi induzida pela exposicdo dos adipdcitos
diferenciados a 1 UM de dexametasona e 10 pg/mL de insulina por 96 horas (Zhang
et al. 2013). O meio de cultura foi coletado e as concentracdes de glicose foram

determinadas pelo método da glicose oxidase.
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3.3.9.3 Anadlise Estatistica

Todos os dados foram expressos como média + desvio padrao (DP), “n”
denota o tamanho da amostra em cada grupo. O teste Shapiro-Wilk foi usado para
analises estatisticas, posteriormente foi realizado o teste ANOVA, seguido pelo pos-

teste de Tukey. p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3.4 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE ENTRE EXTRATO SECO DE Libidibia
ferrea E EXCIPIENTES

O extrato seco de L. ferrea e os excipientes foram caracterizados utilizando a
técnica de DTG/TG. Foram feitas misturas fisicas na proporcao 1:1 (p/p) do extrato
seco com 0s respectivos excipientes. As misturas foram homogeneizadas e
submetidas a andlise.

Os excipientes utilizados foram: esséncia de chocolate, sorbitol, acido
benzoico e sucralose para a solugcao oral; acido citrico, acido tartarico, bicarbonato
de sadio, polivinilpirrolidona (PVP) K-30 e sucralose para o granulado efervescente;
diéxido de silicio coloidal, celulose microcristalina e estearato de magnésio para as
cédpsulas e glicolato de amido soédico, crospovidona e croscarmelose para 0s
comprimidos.

Foi utilizado o equipamento Shimadzu® modelo DTG-60. A andlise foi
realizada numa faixa de temperatura entre 25 e 600°C, sob atmosfera dinamica de
nitrogénio ultrapuro (50 mL/min) e razdo de aquecimento de 10°C/min, utilizando

cadinhos de alumina abertos, contendo aproximadamente 5 mg de amostra.

3.5 OBTEN(;AO DAS FORMAS FARMACEUTICAS A BASE DO EXTRATO SECO
DE Libidibia ferrea

Levando-se em consideracdo as caracteristicas fisicas e fisico-quimicas do
extrato seco de L. ferrea, foram adicionados excipientes de acordo com cada forma
farmacéutica.

O valor estabelecido para o extrato seco foi baseado em Souza et al. (2009),
gue estabeleceu uma dose de 200 mg/kg para estudos em animais. Foi realizado o

célculo de transposicao de doses para humanos, ficando estabelecido uma dose de
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1 g/70kg/dia (FDA, 2005). Os valores dos excipientes foram estabelecidos segundo
o handbook de excipientes (KIBBE, 2000).

3.5.1 Solucéo Oral a Base de Libidibia ferrea

Foram manipulados seis lotes de bancada (LB) contendo 0,500 g de massa

de extrato seco de L. ferrea em cada dose, 0s quais estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Lotes de bancada (LB) da solugéo oral a base do extrato seco de Libidibia ferrea.

COMPONENTE LB1(%) LBI(%) LBII(%) LBIV(%) LBV (%) LB VI(%)
Extrato seco de 3,33 5,00 5,00 3,33 3,33 3,33
Libidibia ferrea

Sorbitol 70 % 30,00 45,00 45,00 30,00 30,00 30,00
Acido benzoico 0,50 0,75 0,75 0,50 0,50 0,50
Sucralose 0,40 0,60 1,20 0,80 1,67 0,8
Xylitol - - - 1,60 - -
Esséncia de 0,10 0,15 0,15 0,10 0,10 0,10
chocolate

Agua purificada g.s.p. g.s.p. g.s.p. g.s.p. g.s.p. g.s.p.
TOTAL 100 100 100 100 100 100

Fonte: Dados da pesquisa.

Nota-se que a porcentagem do insumo farmacéutico ativo se altera, pois, 0s
lotes de bancada I, IV, V e VI foram calculados para obtenc&o de solugbes orais com
volume de 15mL/dose e os lotes de bancada de Il e Il foram formulados para
obtencéo de solugcdes orais com 10mL/dose de volume final, entretanto a massa do
extrato seco utilizado nas formulagdes se manteve constante.

Para o desenvolvimento da formulagédo da solugcéo oral o extrato seco foi
previamente dissolvido em agua destilada. Posteriormente foram adicionados cada
um dos excipientes e homogeneizados em seguida, os excipientes utilizados foram:
sorbitol 70 % utilizado como veiculo espessante, 4cido benzoico como conservante,
sucralose como edulcorante e esséncia de chocolate como flavorizante. Por fim
completou-se o0 volume com agua destilada e realizou-se a homogeneizacdo da
formulacdo completa. A solucdo oral obtida foi armazenada em recipiente

hermeticamente fechado.
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3.5.2 Granulado Efervescente a Base de Libidibia ferrea

Foram manipulados oito lotes de bancada (LB) com peso médio de 2,8 g em
cada saché, contendo 1 g de massa de extrato seco de L. ferrea (tabela 2). Foi
observado que a porcentagem do insumo farmacéutico ativo foi alterada em funcgéo
da necessidade de aumentar a quantidade de sucralose na formulacao, entretanto a
massa do extrato na formulagéo se manteve constante.

Para obter a formulacéo, foi utilizado o método de granulacdo por via umida,
metodologia adaptada de acordo com as informacdes contidas na pesquisa
realizada por Lyra (2013), onde primeiramente foram adicionados os promotores da
efervescéncia (acido citrico, acido tartarico e bicarbonato de sédio) e homogeneizou-
se. Em seguida, foram adicionados o extrato seco de L. ferrea como principio ativo e
o edulcorante sucralose, xylitol ou stévia, e em seguida homogeneizou-se.

Todos os componentes foram previamente pulverizados separadamente e
misturados na formulacdo. A polivinilpirrolidona (PVP) K-30 utilizada como
aglutinante, foi dispersa em agua destilada e adicionada a mistura. A massa formada
foi tamisada em abertura de malha de 850 um e levada para estufa com fluxo de ar
circulante, a temperatura entre 45°C, durante 40 min para secagem e posteriormente
calibrada, utilizando uma malha de abertura 500 um. O granulado obtido foi

armazenado em recipiente hermeticamente fechado.

Tabela 2 - Lotes de bancada (LB) do granulado efervescente a base do extrato seco de Libidibia

ferrea.

COMPO- LB | LB I LB 1l LB IV LBV LB VI LB VI LBVl
NENTE (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Extrato L. 55,10 48,43 51,02 43,86 43,86 43,86 40,32 35,59

ferrea
Sucralose 19,28 29,06 30,61 26,32 - - 32,25 28,47
Xylitol - - - - 26,32 - - -
Stévia - - - - - 26,32 - -
Acido Citrico 3,58 3,15 2,55 4,39 4,39 4,39 4,03 5,34
Acido 7,16 6,29 5,10 8,77 8,77 8,77 8,09 10,67
Tartarico
Bicarbonato 12,12 10,65 8,67 14,91 14,91 14,91 13,70 18,15
de Sadio
PVP K30 2,76 2,42 2,05 1,75 1,75 1,75 1,61 1,78
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Fonte: Dados da pesquisa.


https://www.lojasynth.com/reagentes-analiticosmaterias-primas/reagentes-analiticosmaterias-primas/polivinilpirrolidona-pvp-k-30
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3.5.3 Céapsulas a Base de Libidibia ferrea

Foram efetuados célculos para determinar o tamanho das capsulas a serem
utilizadas, adotando-se a tabela de capacidade média das cdpsulas a qual relaciona
a densidade e o volume ocupado pelos pos, em fungdo do tamanho e capacidade
volumétrica dos involucros. Posteriormente, foi testada a capacidade da cépsula
escolhida. Foram manipulados quatro lotes de bancada (LB) utilizando 50 capsulas
de gelatina dura, tamanho “0”. Os lotes de bancada podem ser observados na tabela
3, onde nota-se que a porcentagem do insumo farmacéutico ativo foi alterada em
funcdo da necessidade de aumentar a quantidade diluente na formulacéo, entretanto
a massa do extrato na formulagdo se manteve constante.

Posteriormente, a determinacdo do tamanho da capsula o extrato seco de L.
ferrea foi pesado para ser encapsulado manualmente, de modo que cada unidade
contivesse 0,334 g do principio ativo. Inicialmente, o extrato seco foi homogeneizado
durante cinco minutos com a celulose microcristalina, utilizada como diluente. Em
seguida, foram adicionados o estearato de magnésio como lubrificante; dioxido de
silicio coloidal como deslizante e o glicolato de amido s6dio como desintegrante, e
homogeneizados por dois minutos um de cada vez. As capsulas obtidas foram

acondicionadas em recipientes hermeticamente fechados.

Tabela 3 - Lotes de bancada (LB) das capsulas a base do extrato seco de Libidibia ferrea.

COMPONENTE LB | (%) LB Il (%) LB 11l (%) LB IV (%)
Extrato L. ferrea 81,70 71,67 70,17 70,17
Celulose microcristalina 250 17,80 27,83 27,33 28,33
Estearato de Magnésio - - - 1,0
Dioxido de silicio coloidal 0,5 0,5 0,5 0,5
Glicolato de amido sédico - - 2,0 -
TOTAL 100 100 100 100

Fonte: Dados da pesquisa.

3.5.4 Comprimidos a Base de Libidibia ferrea

A escolha dos excipientes foi baseada por meio de testes preliminares. Foram
manipulados trés lotes de bancada (LB), cada comprimido com 0,334 g do extrato

seco de L. ferrea. A formulac&o de cada LB esta descrita na tabela 4.



49

O processo produtivo escolhido foi o de compresséao direta. O principio ativo,
extrato seco a base de L. ferrea e os excipientes foram pesados e, posteriormente, a
mistura foi realizada em saco plastico com mistura manual por 5 minutos para a
celulose microcristalina, utilizada como diluente. Em seguida por 2 minutos foram
adicionados e homogeinezados a croscarmelose, glicolato de amido sddico ou
crospovidona como desintegrante, o didxido de silicio coloidal como deslizante e
estearato de magnésio como lubrificante, um de cada vez. Os comprimidos foram
obtidos em compressora rotativa de 16 pun¢des (Neuberger, MN-16) com puncdes
circulares de aco inoxidavel de 13 mm de diametro. E acondicionadas em

recipientes hermeticamente fechados.

Tabela 4 - Lotes de bancada (LB) dos comprimidos a base do extrato seco de Libidibia ferrea.

COMPONENTE LB 1 (%) LB Il (%) LB 11l (%)
Extrato L. ferrea 66,80 66,80 66,80
Celulose microcristalina 250 27,00 27,00 27,00
Croscarmelose 3,00 - -
Glicolato de amido sédico - 3,00 -
Crospovidona - - 3,00
Didxido de silicio coloidal 0,4 0,4 0,4
Estearato de magnésio 2,80 2,80 2,80
TOTAL 100 100 100

Fonte: Dados da pesquisa.

3.6 CONTROLE DE QUALIDADE FISICO-QUIMICO DAS FORMAS
FARMACEUTICAS DE Libidibia ferrea

Para cada forma farmacéutica desenvolvida, foram aplicados os respectivos
controles de qualidade, seguindo o que preconiza na Farmacopeia Brasileira 52
edicdo (2010) como também no Guia de Orientacdo para Registro de Medicamento
Fitoterdpico e Registro e Notificagcdo de Produto Tradicional Fitoterapico (BRASIL,
2014). Os testes correspondentes a cada forma farmacéutica encontram-se

descritos na tabela 5.
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Tabela 5 - Controles de qualidade fisico-quimicos das formas farmacéuticas a base do extrato seco
de Libidibia ferrea.

FORMA FARMACEUTICA

Solugéo oral Granulado efervescente Céapsulas Comprimidos
Caracteristicas Caracteristicas Peso médio do Peso médio
organolépticas organolépticas conteudo
Determinacao de Caracteristicas reoldgicas Desintegracéo Dureza
densidade
Determinacao de pH Determinacédo de Densidade Dissolucédo Friabilidade
Aparente e Compactada
Determinacao do teor Determinacao de pH Determinacéo do Desintegracéo
de taninos teor de taninos
Determinacao de Umidade Dissolucdo
Desagregacéo e ponto de Determinacédo do
efervescéncia teor de taninos

Analise de porosidade

Determinacéo do teor de
taninos

Fonte: AMORIM et al, 2008; BRASIL 2010; BRASIL 2014.

3.6.1 Controle de Qualidade Fisico-Quimico da Solucdo Oral a Base de

Libidibia ferrea

3.6.1.1 Caracteristicas Organolépticas

Para determinacdo das caracteristicas organolépticas da solug&o oral, foram

analisados o odor, cor e sabor da formulacéo final.

3.6.1.2 Determinacao de Densidade

A densidade da solucéo oral foi determinada conforme metodologia descrita

no subitem 3.2.3.

3.6.1.3 Determinacao de pH

A determinacdo de pH da solucdo oral foi realizada conforme metodologia

descrita no subitem 3.2.2.
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3.6.1.4 Determinacao do Teor de Taninos

A determinacdo do teor de taninos na solucdo oral foi realizada conforme

metodologia descrita no subitem 3.3.4.

3.6.2 Controle de Qualidade Fisico-Quimico do Granulado Efervescente a

Base de Libidibia ferrea
3.6.2.1 Caracteristicas Organolépticas

Para determinacdo das caracteristicas organolépticas do granulado
efervescente solubilizados em agua destilada, foram analisados o odor, cor e sabor
da formulagéao final.
3.6.2.2 Caracteristicas Reoldgicas

A andlise das caracteristicas reolégicas do granulado efervescente, como a
determinacdo do angulo de repouso e tempo de escoamento, assim como as
determinacdes das densidades aparente e de compactacdo (Fator de Hausner,
indice de Carr, indice de Densificacdo), foi realizada conforme metodologia descrita
no subitem 3.3.5.

3.6.2.3 Determinacao de Densidade

A densidade do granulado efervescente solubilizados em agua foi

determinada conforme metodologia descrita no subitem 3.2.3.

3.6.2.4 Determinacao de pH

A determinacdo de pH do granulado efervescente solubilizados em agua

destilada foi realizada conforme metodologia descrita no subitem 3.2.2.
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3.6.2.5 Determinacao de Umidade

A umidade do granulado efervescente foi determinada pelo método de perda

por dessecacdo conforme metodologia descrita no subitem 3.3.2.
3.6.2.6 Desagregacao e Ponto de Efervescéncia

Por ndo conter dados especificos na literatura para L. ferrea, foi realizada
uma adaptacdo da metodologia proposta pela Farmacopeia Europeia 9 (2017). Em
gue foi observado quanto de agua seria suficiente para promover completa
dissolucéo do granulado efervescente.

3.6.2.7 Andlise de Porosidade

As analises da éarea superficial e porosidade das particulas do granulado

efervescente foram determinadas conforme metodologia prescrita no subitem 3.3.6.

3.6.2.8 Determinacao do Teor de Taninos

A determinacdo do teor de taninos no granulado efervescente foi realizada
conforme metodologia descrita no subitem 3.3.4.

3.6.3 Controle de Qualidade Fisico-Quimico das Cépsulas a Base de Libidibia

ferrea

3.6.3.1 Determinacédo de Peso Médio do Contelido

Para realizacdo do peso médio do conteudo das capsulas, foram pesadas
individualmente 10 unidades cheias. Em seguida, foram subtraidos os pesos das
capsulas vazias e calculou-se o peso médio. A faixa de tolerancia para capsulas €
de + 7,5% (BRASIL, 2010).
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3.6.3.2 Teste de Desintegragao

O teste de desintegracdo das capsulas foi realizado utilizando o desintegrador
(Nova Etica®), contendo trés cestas. Foram colocadas 06 capsulas em cada um dos
seis tubos da cesta, empregando como meio de imerséo, agua destilada, 37 + 1°C.
O tempo especificado pela Farmacopeia Brasileira (2010) para capsulas duras

estarem completamente desintegradas é de 45 minutos.

3.6.3.3 Teste de Dissolucao

Para o teste de dissolucdo das capsulas foi utilizado o aparelho de dissolucéo
(Varian®), realizado conforme condicdes descritas na Farmacopeia Brasileira (2010).
Foi empregado como meio de dissolugdo, 900 mL de &gua destilada. Foram
utilizadas trés cubas, que foram mantidas com o meio a 37,0 £ 1°C, por 60 minutos.

Para quantificacdo do principio ativo, foi realizada a determinacdo do teor de

taninos conforme metodologia descrita no subitem 3.3.4.

3.6.3.4 Determinacao do Teor de Taninos

A determinacdo do teor de taninos nas capsulas foi realizada conforme

metodologia descrita no subitem 3.3.4.

3.6.4 Controle de Qualidade Fisico-Quimico dos Comprimidos a Base de

Libidibia ferrea
3.6.4.1 Determinacédo de Peso Médio
Para determinacdo do peso médio dos comprimidos, foram pesados,

individualmente, 10 comprimidos e determinado o peso médio, aceitando como limite
de variagéo de * 5,0% (BRASIL, 2010).
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3.6.4.2 Teste de Dureza

Para realizacdo do teste de dureza foi utilizado o durémetro adaptado da
Varian®, e 10 comprimidos foram submetidos a uma forca necessaria para
esmagamento ou ruptura sob presséo radial. A forca foi medida em kgf/cm? e o
resultado foi expresso como a média dos valores obtidos nas determinacdes
(BRASIL, 2010).

3.6.4.3 Teste de Desintegragao

O teste de desintegracdo dos comprimidos foi realizado utilizando o
desintegrador (Nova Etica®), contendo trés cestas. Foram colocados 06 comprimidos
em cada um dos seis tubos da cesta, empregando como meio de imersdo, agua
destilada, 37 £ 1°C. O tempo especificado pela Farmacopeia Brasileira (2010) para

comprimidos néo revestidos estarem completamente desintegradas € de 30 minutos.

3.6.4.4 Teste de Dissolucao

Para o teste de dissolucdo dos comprimidos foi utilizado o aparelho de
dissolucdo (Varian®), realizado conforme condi¢cdes descritas na Farmacopeia
Brasileira (2010). Foi empregado como meio de dissolucdo, 900 mL de &agua
destilada. Foram utilizadas trés cubas, que foram mantidas com o meio a 37,0 = 1°C,
por 60 minutos.

Para quantificacdo do principio ativo, foi realizada a determinacao do teor de

taninos conforme metodologia descrita no subitem 3.3.4.

3.6.4.5 Determinacao do Teor de Taninos

A determinacdo do teor de taninos nos comprimidos foi realizada conforme

metodologia descrita no subitem 3.3.4.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DA MATERIA-PRIMA
VEGETAL

4.1.1 Matéria-Prima Vegetal

Foram coletadas 8 kg de cascas de L. ferrea (figura 2). Apdés secagem, a
perda de &gua foi de 8,75%. O processo de moagem apresentou um rendimento
95,89%, onde ao final do processo foi obtido cerca de 7 kg de matéria-prima bruta
pulverizada (figura 3). E consequentemente um rendimento de aproximado de
87,50% da planta seca pulverizada em relacdo a planta fresca. As caracteristicas
macroscopicas da droga vegetal estao descritas na tabela 6 abaixo.

Figura 2 - Cascas de Libidibia ferrea.

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 6 - Caracteristicas macroscépicas da matéria-prima vegetal Libidibia ferrea.

Parametros Resultados obtidos
Textura P6 intermediario
Cor Amarronzada
Odor Caracteristico da matéria-prima vegetal

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 3 - Material pulverizado das cascas de Libidibia ferrea.

Fonte: Dados da pesquisa.

4.1.2 Caracterizacdo da Matéria-Prima Vegetal

4.1.2.1 Determinacéo da Granulometria dos Pés

O po resultante da moagem dos caules da planta foi submetido a analise
granulométrica a fim de obter dados quantitativos sobre o tamanho médio e a
distribuicdo de tamanho do material vegetal utilizado. Os resultados obtidos a partir
da andlise granulométrica estdo representados pelas porcentagens de pé de L.

ferrea retidos, na tabela 7, e distribuicdo do tamanho das particulas apés na figura 4.

Tabela 7 - Porcentagens de retencao do p6 de Libidibia ferrea.

Abertura do Tamis % Retida
1700pum 0,768
710pm 34,916
355um 36,907
250pm 16,394
180pm 7,046
125um 3,071
Coletor 0,898

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 4 - Distribuicao granulométrica do p6 de Libidibia ferrea.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Foi observado que as particulas do material vegetal se apresentaram
predominantemente entre os tamanhos 355 e 710 pm. Ao comparar esses
resultados com o que preconiza na Farmacopeia Brasileira 52 edicdo (2010),
observa-se que o po é classificado como p6 grosso quando as particulas passam
em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha de 1700 ym e, no
maximo, 40 % pelo tamis com abertura nominal de malha de 355 um. As particulas
da planta ndo passaram em sua totalidade pelo tamis de abertura de malha de
1,70 mm onde apresentou um percentual de retencdo de 0,77 %. Entretanto, ao se
comparar os resultados com a Farmacopeia da USP (2014), observa-se que o p6 é
considerado grosso quando a menor abertura do tamis através do qual passam
50 % ou mais das particulas do p6 fica entre 355 e 1000 um.

Sendo assim, seguindo os critérios farmacopeicos apresentados, o resultado
do ensaio de determinacdo granulométrica classificou o pé da matéria-prima vegetal
de L. ferrea como p6 grosso. A variacdo da granulometria observada se assemelha
a encontrada por Costa (2012), em que a andlise granulométrica das amostras
demonstrou que mais de 20% das particulas apresentaram granulometria acima de

1000 pm, com diametro médio de particulas em torno de 850 um.
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Esta determinagdo € de extrema relevancia, uma vez que o tamanho de
particula da droga vegetal pode interferir na sua identificacdo macroscoépica, na
conservagao quimica e microbiologica assim como na obtencdo de solucbes
extrativas, principalmente na velocidade de dissolugdo dos ativos presentes na
droga vegetal (BACCARIN et al., 2009).

4.1.2.2 Determinacédo de Umidade

A perda por dessecacdo da matéria-prima vegetal representa um indicativo do
teor de substancias volateis no vegetal e, indiretamente da umidade residual. A
média do valor obtido da perda por dessecacdo das cascas de L. ferrea foi de
8,15 + 0,156%, apresentando-se dentro dos limites preconizados pelo Segundo
Suplemento da Farmacopeia Brasileira 52 edicdo (BRASIL, 2017) para L. ferrea onde
0 resultado deve ser no maximo 13 %. O resultado observado difere do que
encontrado por Frasson (2003) que foi de 5,54%, em amostra coletada em Santa
Maria, RS, entretanto corrobora com o estudo de Costa (2012) em que ao analisar
os teores de umidade de L. ferrea coletadas em diferentes locais, foram encontrados
valores de perda por dessecagcao de 8,48 + 0,20%; 8,29 £+ 0,11%; 8,70 + 0,05%;
10,57 £ 0,02%. Diferencas apresentadas em trabalhos na literatura geralmente séo
relacionadas as sazonalidades e localizacdo da coleta da planta, em que pode
apresentar diferentes distribuicdo de agua e seiva nas diferentes partes da planta
(SEBANEK et al., 1992).

A determinacdo de umidade através do método de perda por dessecacédo €
importante para o controle de qualidade microbiolégico, no que diz respeito a
gualidade da sua preparacao e garantia de conservacao, pois um excesso de agua
na droga vegetal favorece o crescimento de fungos e bactérias, podendo também
levar a hidrélise de seus constituintes (SHARAPIN, 2000).

4.1.2.3 Determinacédo de Cinzas Totais

De acordo com a Farmacopeia Brasileira 52 edigdo (2010) as cinzas totais
incluem cinzas fisiol6gicas e cinzas néo fisiologicas. O valor encontrado na droga
vegetal foi de 8,38 + 0,022 %, diferentemente do encontrado por Frasson e

colaboradores (2003) que foi de 5,31 %, porém, ao comparar com 0s resultados das



59

amostras de L. ferrea diferentes locais, no estudo de Costa (2012) onde
apresentaram o0s valores de cinzas totais de 5,37 £0,09%; 5,83 +0,09%;
8,08 = 0,96%; 7,48 + 0,87%, € possivel observar que ndo ha um valor constante que
funcione como um comparativo de qualidade da droga vegetal na literatura. O valor
obtido no trabalho se encontra ligeiramente acima do valor recomendado no
Segundo Suplemento da Farmacopeia Brasileira 52 edicao (BRASIL, 2017) para L.
ferrea, onde recomenda para cinzas totais 0 maximo de 8 %. Essas diferencas de
percentuais podem ser justificadas pelas diferencas de distribuicdo de agua e seiva
e constituicdes nas diferentes partes da planta, como também devido a diferencas
sazonais, localizacdo da coleta e formas de preparo das amostras do material
vegetal (SEBANEK et al., 1992).

A determinacgédo de cinzas totais é realizada a fim de estabelecer a quantidade
de substancias residuais ndo volateis, obtidas por incineracdo, e representa a soma
de material inorganico integrante da espécie com as substancias aderentes de
origem terrosa (BRAGA et al., 2007; SIMOES et al., 2017). Dentro os constituintes
ou contaminantes obtidos por incineracdo, destacam-se carbonos, cloretos e
diversos tipos de o6xidos (COSTA, 2001). Essa informacdo pode detectar ou
prevenir a adulteracdo ou contaminacgdo por impurezas inorganicas néo volateis que
podem estar presentes na matéria-prima vegetal (FARIAS, 2004).

Segundo a Sociedade Brasileira de Farmacognosia, a determinacéo de cinzas
totais visa estabelecer o percentual de componentes de natureza inorganica,
representados por carbonatos, cloretos e 6xidos de: silicio, magnésio, aluminio,
célcio, ferro, potassio e sodio. Esses componentes sdo intrinsecos ao material
vegetal e sdo substancias ndo volateis. As cinzas totais também incluem sustancias
nao fisioldégicas que podem ser areia, pedra, gesso e terra aderente a superficie do
material vegetal. Determinar o teor de cinzas totais é importante para estabelecer o
limite maximo aceitdvel de componente inorganico intrinseco que pode estar
presente na droga vegetal sem ser prejudicial a saude que, se excedido, determina a
reprovacao do produto (SBFGNOSIA 2009; BRASIL, 2010).
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4.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA SOLUCAO
AQUOSA DE Libidibia ferrea

4.2.1 Obtencao da Solucgéo Extrativa

O extrato aquoso (figura 5) apdés processo de extracdo a quente em agua

destilada apresentou um rendimento de 90%.

Figura 5 - Extrato aquoso das cascas de Libidibia ferrea.

e

Fonte: Dados da pesquisa.

4.2.2 Determinagado da Densidade Relativa

O valor obtido para a densidade relativa do extrato aquoso de L. ferrea foi
1,002 g/mL. Corroborando com COSTA (2012), onde o valor da densidade relativa
para, o extrato aquoso de L. ferrea na proporcdo de 7,5:100 (m/v) foi 1,007 g/mL. O
valor de densidade proximo ao da agua é esperado, uma vez que a mesma foi

utilizada como solvente extrator.



61

4.2.3 Determinacao do pH

O valor obtido para o pH da solucéo extrativa foi 5,56 + 0,03 possuindo assim
natureza acida. A determinacdo de pH é um pardmetro fundamental para
caracterizagao de solucao extrativa, pois atua como sensor da estabilidade, uma vez
gue é sinalizador de provaveis alteracdes quimicas que possam estar ocorrendo no
meio extrativo, em relacdo a droga ou até mesmo a agua presente (LONGHINIL,
2007).

4.2.4 Determinacdo da Porcentagem de Residuo Seco

O valor de residuo seco apresentado pela solucdo extrativa das cascas do
caule de L. ferrea foi 1,17 £ 0,03 % significando que para cada 100 g da solucéo
extrativa, continha 1,17 g de substancias sélidas soluveis.

O valor do residuo seco € um parametro que pode ser empregado como
medida para avaliacdo da eficiéncia de extracdo do solvente e corresponde aos
sélidos totais que estao presentes no extrato.

No caso da preparacdo de extratos secos, este parametro é empregado
também para o calculo das concentracfes de adjuvantes a serem empregados na
secagem (LIMA, 2004). De acordo com o resultado obtido, a solucdo extrativa
apresenta um baixo teor de sélidos soluveis, o que pode significar baixo rendimento
na operacdo de secagem, esse valor foi 0 mesmo ja encontrado em estudos

anteriores desenvolvidos por Costa (2012).

4.3 OBTENCAO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO EXTRATO SECO
DE Libidibia ferrea

4.3.1 Obtencdo do Extrato Seco

O extrato seco obtido por liofilizacdo (figura 5) apresentou coloracao
amarronzada como a matéria-prima vegetal, pouco denso e brilhoso. Foi
armazenado em frascos ambar, hermeticamente fechados. O rendimento de

secagem ficou em torno de 20 %.
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Figura 6 - Extrato seco das cascas de Libidibia ferrea obtido por liofilizacao.

Fonte: Dados da pesquisa.

4.3.2 Determinagdo da Umidade Residual

7

A determinacdo da umidade residual € um parametro de fundamental

importéancia no que diz respeito ao desenvolvimento de formas farmacéuticas
sélidas, uma vez que possui a capacidade de interferir na estabilidade quimica e
microbiolégica da preparacdo, como também nas propriedades fisicas do extrato
seco, como a distribuicdo granulométrica e propriedades de escoamento do poé
(SOUZA, 2003).

O resultado obtido da determinacdo de umidade residual do extrato seco foi
de 6,62 + 0,56% corroborando com os obtidos por Costa (2001), que obteve o valor
de 6,67 = 0,26%. Entretanto, de acordo com o Segundo Suplemento da
Farmacopeia Brasileira 52 edicdo (BRASIL, 2017) para L. ferrea, a umidade residual
deve ser no maximo de 5%, podendo-se concluir que ndo apresentou uma secagem

satisfatdria ou o armazenamento foi inadequado, necessitando assim de otimizagéo.

4.3.3 Prospeccao Fitoquimica

Na tabela 8, encontra-se o resultado obtido para a prospeccao fitoquimica do
extrato seco de L. ferrea, demonstrando que todos os metabdlitos contidos na
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matéria-prima vegetal continuam presentes no extrato seco, podendo assim
considerar que ndo houve influéncia negativa da operacdo de secagem. Foi
confirmada a presenca de acucares redutores, flavonoides, triterpenos, esteroides,
taninos hidrolisaveis e taninos condensados, e a auséncia de alcaloides e
cumarinas. A presenca de saponinas (figura 6) foi confirmada pelo teste de espumas
(COSTA, 2001).

Tabela 8 - Analise fitoquimica da droga vegetal e extrato seco de Libidibia ferrea.

Metabdlitos Amostra
Droga vegetal L. ferrea Extrato seco de L. ferrea

Alcaloides - -
AcUcares redutores + +
Cumarinas - -
Saponinas + +
Flavonoides + +
Tterpenos/Esteroides + +
Taninos hidrolisaveis + +
Taninos condensados + +

(-) Auséncia; (+) Presenca

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 7 - Teste de espumas positivo realizado nas amostras de Libidibia ferrea.

-—

Fonte: Dados da pesquisa.
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UEDA 2002; GONZALEZ 2004 e ARAUJO 2014 encontraram na casca de L.
ferrea predominancia de taninos hidrolisaveis e condensados e tracos de saponinas,
alcaloides e glicosideos cardiotonicos foram detectados. Em estudos de outras
partes da planta foram encontrados diversos compostos secundarios, como taninos
condensados e hidrolisaveis, cumarinas, flavonoides, saponinas e esteroides.

Os taninos condensados (catequinas) e hidrolisaveis (acido galico e acido
elagico) foram considerados os principais compostos do extrato aquoso da casca do
caule da L. ferrea (VASCONCELOS, 2011) e a eles foi sugerida a responsabilidade
na acdo antidiabética do extrato (BALBACHAS, 1988; CARVALHO, 1993; UEDA et
al., 2001; VASCONCELOS 2011). Portanto, foi o composto escolhido como insumo

farmacéutico ativo.

4.3.4 Determinacao do Teor de Taninos

Foi encontrado no extrato seco das cascas de L. ferrea um total de 370,14 mg
Equivalente de Acido Galico por grama de extrato (EAG/Qg), resultado que comprova
o alto teor de taninos, composto secundario relacionado com a atividade
antihiperglicemiante, conforme visto na literatura. Segundo Neri (2016), plantas
classificadas como ricas em taninos apresentam valores correspondentes ao

encontrado na pesquisa.

4.3.5 Andlise da Area Superficial e Tamanho de Poros das Particulas

Os resultados dos parametros avaliados pelo ensaio de adsorcdo de
nitrogénio estdo demonstrados na tabela 9. De acordo com a Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), os poros do extrato seco de L. ferrea podem ser
classificados como mesoporos, uma vez que apresentam poros de largura interna
entre 2 nm e 50 nm (20 A e 500 A) (NERY, 2008).

Tabela 9 - Analise da area superficial e tamanho de poros do extrato seco de Libidibia ferrea.

Parametros Valores
Area superficial BET 2,3399 m2/g
Volume de poro 0,0064 cm3/g
Diametro de poro 142,8590 A

Fonte: Dados da pesquisa.
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As determinacfes de area superficial e porosidade sdo fundamentais para o0s
estudos de pré-formulacdo de uma forma farmacéutica. Pode-se concluir que o
extrato apresenta um elevado tamanho de particula porosa que confere uma boa
solubilidade por facilitar a penetracéo de liquidos (PORTE, LEAO & PORTE, 2011;
SANTOS, 2013).

4.3.6 Comportamento Reoldgico

Na determinacdo das propriedades reoldgicas do extrato seco de L. ferrea,
nao foi possivel obter resultados nas analises de angulo de repouso e tempo de
escoamento, uma vez que o extrato apresentou alta higroscopicidade e auséncia de
fluidez, como pode ser observado na figura 8. O tempo de escoamento tendeu ao
infinito e o angulo de repouso néo foi determinado, possivelmente apresentando um
valor superior a 30°, o que resulta em propriedades de fluxo deficientes (CHAVES et
al., 2009). Determinacfes insatisfatorias desses fatores sdo esperadas ao se tratar
de extratos vegetais secos (CHAVES et al., 2009).

Em relacdo ao fator de Hausner e indice de densificacdo, os resultados
apresentados pelo extrato de L. ferrea para esses parametros indicam que o po
apresenta propriedades de empacotamento mais estadvel e essa caracteristica
dificulta a capacidade de escoamento. Dessa forma, ha a necessidade de
excipientes para incrementacdo de suas propriedades de fluxo como diluentes e

lubrificantes (tabela 10).

Tabela 10 - Analise do comportamento reoldgico do extrato seco de Libidibia ferrea.

Propriedades Especificacfes Resultados
Densidade aparente - 0,23 g/mL
Densidade compactada - 0,45 g/mL
Fator de Hausner <1,25 1,95
indice de Carr 5-15% 48,79 %
indice de densificacéo < 20mL 21 mL
Angulo de repouso < 30° N&o obteve escoamento
Tempo de escoamento <10s Infinito

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 8 - Analise do angulo de repouso e tempo de escoamento do extrato seco de Libidibia ferrea.

Fonte: Dados da pesquisa.

O angulo de repouso € um indicativo das propriedades de empacotamento,
uma vez que, a medida que o pO escoe, obtém-se caracteristicas sobre seu
comportamento. Ao agregar essa determinacado a afericdo do tempo de escoamento,
pode-se analisar o fluxo de pos que representa um fator fundamental nas
formulacdes farmacéuticas sélidas (CHAVES et al., 2009).

Os valores das densidades aparente e compactada, do fator de Housner e
indice de Carr representam as condicfes de atrito, coesividade e de interacdo da
umidade existentes no po. O indice de densificacdo avalia o0 comportamento
dindmico das particulas (VOIGT, 2005). Sendo assim, esses parametros sdo
indicativos de estabilidade de empacotamento e classificacdo das caracteristicas

reologicas do material estudado.

4.3.7 Caracterizacdo Térmica da Droga Vegetal e Extrato Seco Liofilizado

As curvas de termogravimetria (TG) da droga vegetal de L. ferrea e do extrato

seco podem ser observadas na figura 9.
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Figura 9 - Curva de termogravimetria (TG) da droga vegetal e extrato seco de Libidibia ferrea.
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Fonte: Dados da pesquisa.

A droga vegetal apresenta um primeiro evento de perda de agua na faixa de
22-80° C (Am = 6,5%), e a decomposigdo térmica se inicia em 260°C com o
percentual de perda de massa total de 22% até a temperatura final da analise de
600°C. Em relacdo a analise térmica do extrato liofilizado de L. ferrea, foi observado
inicialmente um perfil térmico semelhante, onde foi notado o evento de perda de
agua até 100°C (Am = 3,2%), mostrando assim resquicios de umidade apds o
processo de secagem. Ja a decomposicdo térmica apresentou dois eventos
degradativos, o primeiro na faixa de 121 e 268°C e o segundo entre 288 e 408°C,
podendo ser observados pelos declives da curva de TG, com o percentual de perda
de massa de 10,72% e 25,87% respectivamente.

O primeiro evento de degradacdo do extrato seco mostrou-se antecipado
guando comparado ao inicio da degradacdo da droga vegetal, o que pode ser
relacionado a menor quantidade de agua contida no extrato seco em comparacao
com a droga vegetal.

Os resultados apresentados a partir da analise térmica da droga vegetal e do
extrato seco de L. ferrea sdo fundamentais para o controle de temperatura durante o
processo de producdo de formas farmacéuticas solidas e armazenamento do

material vegetal.
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A administracdo de uma dose de 2000 mg/kg teve como resultado a producéao

de sinais clinicos nos primeiros 30 minutos de observagéo, conforme demonstrado

na tabela 11.

Tabela 11 - Principais reacdes comportamentais relacionadas a dose administrada na avaliacdo da

toxicidade aguda do extrato seco de Libidibia ferrea.

Acbes/Paradmetros

Grupo controle

Extrato seco (2000mg/kg)

ESTIMULANTES DO SNC
Hiperatividade
Agressividade

Piloerecédo
Movimento de vibrissas
Movimento circular
Movimento estereotipado
Erecdo de cauda
Movimento pavilhdo auricular
Postura em garra
DEPRESSORES DO SNC
Abaixamento das patas do trem posterior
SNA
Defecacdo aumentada
Diurese
Distencdo abdominal
Espasmos musculares
Reacédo de fuga
Libido
OUTROS COMPORTAMENTOS
Autolimpeza
Levantar
Sacudir a cabeca
Obitos

++

++

++

+++

++

+++

++

+
+

0

++

+++

++

++

++

+++

++
+++

++

+++
++
+

0

(-) Auséncia; (+) Presenca leve; (++) Presenca moderada; (+++) Presenca Acentuada
Fonte: Adaptada de Malone (1977); Cruz et al (2017).

De acordo com os dados desta tabela pode-se observar que os efeitos mais

acentuados foram os estimulantes do sistema nervoso central, tais como
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agressividade, movimentos circulares, ere¢do de cauda, dentre outros. Além desses
sinais citados, houve também alguns sinais depressores do sistema nervoso central,
como abaixamento das patas posteriores, alteracdes no sistema nervoso autbnomo
como diurese e reagdo de fuga e outros comportamentos como autolimpeza. N&o
houve O6bito de nenhum animal do grupo tratado como também do grupo controle
durante todo o periodo do experimento.

Na tabela 12, estdo os resultados referentes ao ganho de peso e consumos

de &gua e alimento pelos camundongos durante o experimento.

Tabela 12 - Ganho de peso e habitos fisiol6gicos (consumo de dgualracdo) nos animais tratados com

0 extrato seco de Libidibia ferrea, em ensaio de toxicidade aguda.

Grupos Peso inicial Peso final (g) Diferencade Consumo de Consumo de

@) peso (9) agua (mL) racao (9)

Controle 30,00 = 2,00 33,33+1,53 3,44 +2,18 45,00 + 5,80 20,21 + 3,07
2000mg/kg 29,00 + 1,00 32,67 £ 1,53 3,67 +£1,58 42,36 £ 5,30 19,14 + 2,85

Fonte: Dados da pesquisa.
Os valores estéo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido por

Newman-Keuls (n=3)

E possivel observar que o extrato seco ndo induziu alteracio de peso nos
camundongos, como também ndo promoveu alteracdes nos consumos de agua e
alimento, uma vez que o0s valores observados nado apresentaram diferenca
estatistica aos obtidos no grupo controle.

A investigacdo da toxicidade aguda é uma metodologia amplamente utilizada
para identificar e classificar substancias quanto a sua capacidade de causar danos
agudos a organismos vivos, em altas doses, especialmente lesdes anatomo-
patologicas e letais, e pode oferecer assisténcia para estabelecer parametros de
seguranca junto com outros dados de toxicidade para a saude humana
(NASCIMENTO et al, 2016; CRUZ et el, 2017).

Apesar de ter sido identificadas rea¢cées comportamentais nos camundongos
tratados com o extrato seco de L. ferrea nos primeiros 30 minutos de observacéo,
nao foram diferentes dos que ocorreram nos animais do grupo controle, sendo
assim, é possivel concluir que os sinais clinicos observados ndo foram decorrentes

da administracao do extrato seco.
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Diante de todos os resultados observados e de acordo com a OECD (2001) a
concentracdo utilizada foi considerada segura (categoria 5) com DLso estimada
superior a 2000 mg/kg. O extrato aquoso de L. ferrea nao foi considerado toxico por
via oral em camundongos usando uma dose Unica aguda, corroborando assim para
0 uso popular desse tipo de extrato.

Conforme visto em outros trabalhos como Cavalheiro et al (2009); Lima et al
(2011); Freitas et al (2012); Pereira (2012); Hassan (2015) em que nao foram

observados quaisquer sinais de toxicidade aguda nos animais experimentados.
4.3.9 Consumo de Glicose in vitro do Extrato Seco de Libidibia ferrea

Foi determinado o efeito do extrato seco de L. ferrea no consumo de glicose
em adipécitos 3T3-L1 pelo método da glicose oxidase, os resultados sdo mostrados
na figura 10.

Figura 10 - Grafico do consumo de glicose pelo extrato seco de Libidibia ferrea nas concentracdes de
25 e 50 pg/mL.
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8.
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Consumo de glicose (mM)

Insulina  Controle negativo 25 pg/mL 50 pg/mL

Extrato seco de Libidibia ferrea

Os valores estéo expressos como média + d.p. Andlise de varidncia de uma via (ANOVA) seguido por
Tukey.

Fonte: Dados da pesquisa.

Pode ser observado no grupo controle negativo que a quantidade de consumo
de glicose diminuiu significativamente com a dexametasona e aumentou com a
insulina, demonstrando que o modelo celular de resisténcia a insulina foi bem-

sucedido, conforme esperado.
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O extrato seco de L. ferrea nas concentracbes analisadas, aumentou a
capacidade de consumo de glicose das células de gordura, corroborando assim com

o efeito antidiabético observado na literatura.

4.4 OBTEN(;AO DAS FORMAS FARMACEUTICAS A BASE DO EXTRATO SECO
DE Libidibia ferrea

As diversas formas farmacéuticas existentes sdo selecionadas por inimeros
fatores como a facilidade de administracdo, comodidade e seguranca. Em relacao
aos fitoterapicos, as formas farmacéuticas de origem vegetal, por se tratar de
produtos com uma complexidade quimica significante, o profissional farmacéutico
deve manipular formulagbes contendo extratos padronizados e de qualidade para
obter produtos com seguranca da concentracdo das substancias ativas e da
disponibilidade dessas no organismo.

Levando-se em consideracdo as individualidades do grupo de pessoas
acometidas pela sindrome diabetes mellitus, procurou-se diversificar as opcdes de
alternativas de tratamento, sendo assim, foram selecionadas as seguintes formas

farmacéuticas: solugéo oral, granulado efervescente, cdpsulas e comprimidos.

4.4.1 Desenvolvimento Tecnologico de Solucédo Oral a Base do Extrato Seco
de Libidibia ferrea

4.4.1.1 Estudo de compatibilidade do extrato seco de Libidibia ferrea e excipientes

Na figura 11 mostram as curvas de termogravimetria (TG) do estudo de
compatibilidade entre o extrato seco de L. ferrea e excipientes selecionados para a
formulacdo da solugédo oral. Pode-se observar uma possivel interacdo do extrato
seco com a esséncia de chocolate, demostrado no grafico A da figura.

Entretanto, essa alteracdo representa uma solubilizacdo do extrato seco pelo
excipiente. A curva de analise térmica da mistura binaria do extrato seco de L. ferrea
com a esséncia de chocolate apresentou-se semelhante a do excipiente isolado, que
€ liquido, e, a perda de massa da mistura foi inferior a do excipiente isolado
(Am = 73,62%), indicando assim, que o extrato seco foi solubilizado pela esséncia

impedindo de analisar a interacao extrato-excipiente de forma eficiente.
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Figura 11 - Gréaficos das andlises termogravimétricas (TG) do extrato seco de Libidibia ferrea,
excipientes e misturas bindrias para formulacédo da solucao oral.
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Legenda: MB-Mistura Binéria.

Fonte: Dados da pesquisa.

Estédo representados na tabela 13 as temperaturas e percentuais de perdas
de massa dos primeiros eventos térmicos do extrato seco de L. ferrea e das misturas

binérias do mesmo com os excipientes da solugédo oral.

Tabela 13 - Percentual de perda de massa do extrato seco a base de Libidibia ferrea e misturas
binarias com excipientes da solucéo oral.

Componentes Intervalo de temperatura (°C) Perda de massa (%)
Extrato seco L. ferrea 121,34 - 268,62 10,72
MB - esséncia + L. ferrea 111,57 - 129,40 54,47
MB - sorbitol + L. ferrea 266,23 - 341,27 30,06
MB — &cido benzoico + L . ferrea 189,00 - 242,53 10,18
MB - sucralose + L. ferrea 220,76 - 233,95 20,02

Legenda: MB-Mistura Binaria.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Nesse estudo, pode-se verificar que n&o houve interagéo entre o extrato seco
de L. ferrea com a maioria dos excipientes selecionados para a solucdo oral, uma
vez que as curvas das misturas binarias apresentaram perdas de massa em

temperaturas iguais ou superiores a da perda de massa do extrato seco isolado.

4.4.1.2 Obtencéo de Solucéo Oral & Base do Extrato Seco de Libidibia ferrea

Foram manipulados seis lotes de bancada contendo 0,500 g do extrato seco
de L. ferrea em cada dose, para administracdo duas vezes ao dia, a fim de obter a
guantidade diaria estabelecida no estudo pré-clinico de Souza et al. (2009), que
estabeleceu uma dose de 200 mg/kg para estudos em animais e, posteriormente
calculada a transposicao de doses para humanos, onde estabeleceu-se uma dose
de 1 g/70kg/dia (FDA, 2005). Os lotes de bancada que apresentaram um volume de
dose final de 15 mL demostraram uma melhor palatabilidade.

A solucéo oral pode ser observada na figura 12.

Figura 12 - Solucéo oral a base do extrato seco de Libidibia ferrea.

Fonte: Dados da pesquisa.

Dentre os lotes de bancada formulados nhenhum demostrou problemas quanto
a solubilidade, e o que apresentou sabor mais agradavel foi o LB VI. A composicao
final do lote de bancada selecionado pode ser observada na tabela 14.
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Tabela 14 - Lote de bancada VI da solucao oral a base de Libidibia ferrea.

COMPONENTES % g
Extrato seco de L. ferrea 3,330 5,000
Sorbitol 70% 30,000 45,000
Acido benzoico 0,500 0,750
Sucralose 0,800 1,200
Esséncia de chocolate 0,100 0,150 mL
Agua purificada q.s.p. 150mL

Fonte: Dados da pesquisa.

4.4.1.3 Controle de Qualidade Fisico-Quimico da Solucéo Oral de Libidibia ferrea

Na tabela 15, encontram-se os resultados do controle de qualidade fisico-

guimico de cada dose (15mL) da solucao oral de L. ferrea.

Tabela 15 - Controle de qualidade fisico-quimico da solucao oral a base do extrato seco de Libidibia

ferrea.
Parametros Especificacbes Resultados
Caracteristicas organolépticas Cor, odor e sabor Cor: marrom
semelhantes ao extrato e Odor: adocicado
excipientes. Sabor: adstringente
Densidade Semelhante a da agua 1,13 g/mL
pH Acido 5,84
Determinacao do teor de taninos 370,14 £+ 15% 158,99 mg EAG/g

EAG: Equivalente de acido galico

Fonte: Dados da pesquisa.

A sucralose foi o edulcorante escolhido, por ser 600 vezes mais doce que o
acucar (BORTOLOZO AND QUADROS, 2007) e em estudos realizados pela equipe
previamente, foi demonstrado que, para o extrato seco de L. ferrea, a sucralose foi o
melhor edulcorante.

Foi verificado que a utilizagdo da combinac¢do do xylitol com a sucralose néo
proporcionou uma qualidade consideravel no sabor e que a quantidade da sucralose
apresentou um limiar, cujo valor acima se mostrou amargo.

As caracteristicas organolépticas obtidas estdo associadas com a matéria
prima vegetal e aos excipientes utilizados. O pH encontrado na solugdo oral nédo

diferiu muito ao encontrado na solugédo extrativa, mantendo o mesmo carater 4cido
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(LONGHINIL, 2007) que contribuiu para o sabor amargo. A densidade encontrada foi
um pouco maior em comparacdo com a solucdo extrativa, podendo ser justificada
pela inclusdo dos excipientes, uma vez que densidade relaciona o volume que a
massa da matéria ocupa (SIENKO, 1972).

Quanto a determinacédo do teor de taninos, o resultado obtido na dose de
15mL da solucao oral que contém 0,500 g de extrato seco ficou dentro do parametro
de variacdo de 15% definido pelo guia de orientacdo para registro de medicamento
fitoterapico e registro e notificacdo de produto tradicional fitoterapico estabelecido
pela ANVISA (BRASIL, 2014) para marcador ativo, em comparacdo ao valor

encontrado na determinacéo do teor de taninos no extrato seco.

4.4.2 Desenvolvimento Tecnolégico de Granulado Efervescente a Base do

Extrato Seco de Libidibia ferrea

4.4.2.1 Estudo de Compatibilidade do Extrato Seco de Libidibia ferrea e Excipientes

Os resultados obtidos a partir do estudo de compatibilidade do extrato seco e
excipientes para formulagédo do granulado efervescente podem ser observados na
figura 13. Assim como no estudo de compatibilidade para formulacdo da solucéo
oral, pode-se observar que ndo houve interacdo entre o extrato seco de L. ferrea
com os excipientes selecionados para a formulacéo do granulado efervescente, uma
vez que que as curvas das misturas binarias apresentaram eventos de perdas de
massa em temperaturas iguais ou superiores a dos eventos perda de massa do
extrato seco.

Dessa forma foi possivel concluir que os excipientes escolhidos para o
granulado efervescente ndo interagem com o extrato seco de L. ferrea, podendo

assim, ser utilizados para a formulacao.
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Figura 13 - Gréaficos das andlises termogravimétricas (TG) do extrato seco de Libidibia ferrea,

excipientes e misturas binérias para formulacdo do granulado efervescente.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Estédo representados na tabela 16 as temperaturas e percentuais de perdas

de massa dos primeiros eventos do extrato seco de L. ferrea e das misturas binarias

do mesmo com os excipientes do granulado efervescente. Onde observa-se que 0s

excipientes nao anteciparam o evento térmico de perda de massa do extrato seco,

os eventos de perda de massa das misturas binarias apresentaram temperaturas

superiores a temperatura do evento de perda de massa no extrato seco.
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Tabela 16 - Percentual de perda de massa do extrato seco a base de Libidibia ferrea e misturas

binarias com excipientes do granulado efervescente.

Componentes Intervalo de temperatura (°C) Perda de massa (%)
Extrato seco L. ferrea 121,34 - 268,62 10,72
MB — PVP k30 + L. ferrea 242,62 - 431,24 42,79
MB - bicarbonato + L. ferrea 250,73 - 484,01C 28,92
MB — acido citrico + L . ferrea 123,41 - 199,41C 33,50
MB — &cido tartéarico + L. ferrea 133,83 - 220,81C 38,63

Legenda: MB-Mistura Binaria; PVP-Polivinilpirrolidona.
Fonte: Dados da pesquisa.
4.4.2.2 Obtencao do Granulado Efervescente a Base do Extrato Seco de Libidibia

ferrea

Foram manipulados oito lotes de bancada contendo 1,00 g do extrato seco de
L. ferrea em cada dose, para administracdo uma vez ao dia, a fim de obter a
guantidade diaria estabelecida no estudo pré-clinico de Souza et al. (2009), que
estabeleceu uma dose de 200 mg/kg para estudos em animais e, posteriormente
calculada a transposicdo de doses para humanos, onde estabeleceu-se uma dose
de 1 g/70kg/dia (FDA, 2005). Os granulos efervescentes manipulados podem ser

observados na figura 14.

Figura 14 - Granulado efervescente a base de Libidibia ferrea.
- :

'“.\.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Entre os lotes de bancada obtidos, foi selecionado o LB VIl que apresentou
melhor desempenho em efervescéncia, solubilidade, capacidade edulcorante e as
melhores caracteristicas reoldgicas. O rendimento global do processo de granulacéo
foi de 71,18 % e deverd ser otimizado a fim de diminuir o percentual de perda. A
composicao final pode ser observada na tabela 17.

Tabela 17 - Formulacéo final do granulado efervescente & base de Libidibia ferrea, lote de bancada
VIII.

COMPONENTES % g
Extrato L. ferrea 35,59 10,00
Sucralose 28,47 8,00
Acido Citrico 5,34 1,50
Acido Tartérico 10,67 3,00
Bicarbonato de Sodio 18,15 5,10
PVP K30 1,78 0,50
Total 100,00 28,10

Fonte: Dados da pesquisa.

4.4.2.3 Controle de Qualidade Fisico-Quimico do Granulado Efervescente de

Libidibia ferrea
4.4.2.3.1 Caracterizacao Fisico-Quimica
Para caracterizacao fisico-quimica o granulado efervescente foi solubilizado

em agua, apresentando o aspecto macroscépico mostrado na figura 15, onde pode-

se perceber que todos os componentes da formulacdo sdo sollveis em agua.
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Figura 15 - Granulado efervescente de Libidibia ferrea solubilizado em agua.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Na tabela 18, estdo os resultados encontrados a partir da caracterizagdo do

granulado efervescente de L. ferrea.

Tabela 18 - Controle de qualidade fisico-quimico do granulado efervescente de Libidibia ferrea.

Parametros Especificagbes Resultados
Caracteristicas organolépticas Cor, odor e sabor Cor: marrom
semelhantes ao extrato e Odor: chocolate
excipientes. Sabor: adstringente
Densidade Semelhante & da 4gua 1,003 g/mL
pH Acido 5,89
Umidade residual 0,5-2,0 2,79+0,48%
Desagregacéo 180-250mL 200 mL
Ponto de efervescéncia < 5 minutos 1,5 minutos
Determinacao do teor de taninos 370,14 +15% 363,34 mg EAG/g

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: EAG — equivalente de &cido gélico

Nas caracteristicas organolépticas, foi possivel constatar que ndo houve
alteracéo de cor e sabor em comparacéo ao extrato aquoso e po liofilizado e o odor
esta associado com a esséncia utilizada. Na verificacdo do pH, apos dissolucéo dos
granulos em &gua, a preparacdo manteve 0 mesmo carater acido existente na
solugéo extrativa, que contribui juntamente com a presenca de taninos para o sabor
adstringente. O valor de densidade foi proximo ao da solugcdo extrativa, como
também ao da agua, que € o meio de solubilizacdo dos granulos, assim como o

solvente da extracéo. Na verificacdo da umidade residual, apesar de ter apresentado
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um valor acima do especificado, foi observada uma queda significativa quando
comparada ao valor obtido no extrato seco, onde se pode concluir que apos o
processo de granulacdo, a formulacéo final se mostrou mais segura quanto ao risco
de contaminacdo microbiana. Entretanto ainda h&d a necessidade de melhorar a
técnica, para se atingir o valor preconizado na Farmacopeia Brasileira 52 edic¢ao.

No teste de desagregacao e efervescéncia dos granulos, foi observado que,
ao adicionar 200 mL de agua destilada, houve a completa liberacdo de bolhas de
gas e, quando o desprendimento gasoso encerrou, todos os componentes solidos
estavam desagregados e dissolvidos ou dispersos, num tempo menor que 5
minutos, conforme preconiza a Farmacopeia Europeia 92 edicdo (2017). Quanto a
determinacao do teor dos taninos, assim como na solucdo oral, o resultado obtido
ficou dentro do parametro de variacdo de 15% definido pelo guia de orientacdo para
registro de medicamento fitoterdpico, e registro e notificacdo de produto tradicional
fitoterapico estabelecido pela ANVISA (2014) para marcador ativo, em comparacao

ao valor encontrado na determinacéo do teor de taninos no extrato seco.

4.4.2.3.2 Comportamento Reolégico

As propriedades reoldgicas do granulado efervescente estdo representadas

na tabela 19.

Tabela 19 - Analise do comportamento reoldgico do granulado efervescente a base do extrato seco
de Libidibia ferrea.

Propriedades Especificacdes Resultados
Densidade aparente - 0,69 g/mL
Densidade compactada - 0,81 g/mL
Fator de Hausner <1,25 1,17
indice de Carr < 20% 14,81 %
indice de densificacéo < 20mL 1mL
Angulo de repouso < 30° 21,23°
Tempo de escoamento <10s 1,07s

Fonte: Dados da pesquisa.

Pode-se observar que, apdés o processo de formulagdo, todas as

caracteristicas reoldgicas deficientes do extrato seco foram superadas. O granulado
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efervescente a base do extrato seco de L. ferrea apresentaram valores mais altos
das densidades aparente e compactada, e os valores observados dos demais
parametros reologicos caracterizaram a forma farmacéutica com fluxo excelente e
facilidade de compactagdo. Esses resultados indicam que a formulagéo final
apresenta propriedades reoldgicas satisfatorias com notavel fluidez e, com isso, boa

capacidade de escoamento.

4.4.2.3.3 Andlise da Area Superficial e Tamanho de Poros das Particulas

Os resultados dos parametros avaliados pelos métodos BET (Brunauer,
Emmett and Teller) e BJH (Barret, Joyner and Halenda), para os granulos

formulados encontram-se na tabela 20.

Tabela 20 - Andlise da area superficial e tamanho de poros do granulado efervescente a base do

extrato seco de Libidibia ferrea.

Parametros Resultados
Area superficial BET (m2/g) 1,4769
Volume de poro (cm?/g) 0,012140
Diametro de poro (A) 492,142

Fonte: Dados da pesquisa.

Diante do diametro de poro observado, o granulado também pode ser
classificado como mesoporo. Porém, ao contrario do que foi encontrado no extrato
seco, a baixa area superficial do granulado de L. ferrea juntamente com seu alto
volume e didmetro médio de poro Ihe confere melhores caracteristicas de

molhabilidade e assim uma alta solubilidade associada a formulagéao final.

4.4.3 Desenvolvimento Tecnoldgico das Céapsulas a Base do Extrato Seco de

Libidibia ferrea
4.4.3.1 Estudo de Compatibilidade do Extrato Seco de Libidibia ferrea e Excipientes
A figura 16 apresenta as curvas de termogravimetria (TG) referentes ao

estudo de compatibilidade entre o extrato seco de L. ferrea e 0s excipientes

selecionados para a formulacdo das capsulas.
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Figura 16 - Gréaficos das andlises termogravimétricas (TG) do extrato seco de Libidibia ferrea,

excipientes e misturas binérias para formulagéo das capsulas.
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Legenda: MB-Mistura Binaria; Mg-magnésio.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Estédo representados na tabela 21 as temperaturas e percentuais de perdas

de massa dos primeiros eventos do extrato seco de L. ferrea e das misturas binarias

do mesmo com os excipientes das capsulas.

Tabela 21 - Percentual de perda de massa do extrato seco a base de Libidibia ferrea e misturas

binarias com excipientes das capsulas.

Componentes

Intervalo de temperatura (°C)

Perda de massa (%)

Extrato seco L. ferrea
MB — aerosil + L. ferrea
MB - celulose + L. ferrea

MB — estearato de Mg + L . ferrea

121,34 - 268,62
149,42 - 238,10
223,51 - 357,74
279,29 - 395,26

10,72
5,27
48,73
43,92

Legenda: MB-Mistura Binaria.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Conforme visto, os excipientes selecionados para a formulacdo das capsulas
nao interagiram com o extrato seco de L. ferrea, uma vez que as curvas das
misturas binarias apresentaram eventos de perdas de massa em temperaturas

iguais ou superiores a dos eventos de perda de massa do extrato seco.

4.4.3.2 Obtencéo de Capsulas a Base do Extrato Seco de Libidibia ferrea

Foram manipulados quatro lotes de bancada contendo peso médio de
contetido de 0,476 g, sendo 0,334 g de extrato seco de L. ferrea em cada cépsula,
para administracdo trés vezes ao dia, a fim de obter a quantidade diaria estabelecida
no estudo pré-clinico de Souza et al. (2009), que estabeleceu uma dose de 200
mg/kg para estudos em animais e, posteriormente calculado a transposicdo de
doses para humanos, onde estabeleceu-se uma dose de 1 g/70kg/dia (FDA, 2005).
Foram utilizadas capsulas duras de gelatina tamanho 00, conforme mostra a figura

17. O extrato foi encapsulado em encapsuladora manual.

Figura 17 - C4psulas a base de Libidibia ferrea.

Fonte: Dados da pesquisa.

A melhor formulacéo foi o LB IV, sua composicéo final pode ser observada na
tabela 22.
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Tabela 22 - Formulacgéo final das capsulas a base de Libidibia ferrea, lote de bancada IV.

COMPONENTES % g
Extrato L. ferrea 70,17 3,340
Celulose microcristalina 28,33 1,350
Estearato de magnésio 1,00 0,050
Aerosil 0,50 0,020
Total 100 4,760

Fonte: Dados da pesquisa.

4.4.3.3 Controle de Qualidade Fisico-Quimico das Cépsulas de Libidibia ferrea

Na tabela 23, estdo os resultados encontrados dos controles de qualidade
realizados com as capsulas a base do extrato seco de L. ferrea.

Tabela 23 - Controle de qualidade de capsulas a base do extrato seco de Libidibia ferrea.

Parametros Especificacbes Resultados
Peso médio 0,476 g £ 7,5% 0,461+0,11¢
Tempo de desintegracdo Até 45 minutos 12,50 + 2,08 min
Determinacéo do teor de taninos 370,14 mg EAG/g +15% 120,75 mg EAG/g
Teste de dissolucéo N&o menos de 80% 26,34%

Fonte: Dados da pesquisa.

De acordo com as especificagbes preconizadas da Farmacopeia Brasileira
(2010) para capsulas com 300 mg ou mais, o valor de peso médio apresenta um
limite de variacdo aceitavel de + 7,5%, onde pode-se tolerar no maximo duas
unidades fora dos limites especificados. As capsulas de L. ferrea apresentaram peso
médio de 0,461 £+ 0,11 g, dentro de uma amostragem de 20 capsulas, apresentando-
se dentro dos limites especificados, indicando assim que o0 processo de manipulacéo
foi realizado corretamente.

Em relacdo ao teste de desintegracdo, a Farmacopeia Brasileira (2010)
permite como limite de tempo para capsulas 45 minutos. Foi utilizada 4gua destilada
como meio para desintegracdo das capsulas, onde a desintegracéo se iniciou com 2
minutos e por volta de 12 minutos o conteudo das capsulas estavam sollUveis no
meio.

Quanto a determinacdo do teor dos taninos, o resultado obtido em uma
capsula que contém 0,334 g de extrato seco, ficou dentro do parametro de variacao
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de 15 % definido pelo guia de orientacdo para registro de medicamento fitoterapico e
registro e notificacdo de produto tradicional fitoterapico estabelecido pela ANVISA
(BRASIL, 2014) para marcador ativo, em comparacdo ao valor encontrado na
determinacao do teor de taninos no extrato seco.

A realizacdo do teste de dissolugdo é um importante método para avaliagéo
da liberacdo de farmacos e consequente absorcdo do mesmo no trato gastrintestinal
para que seja possivel exercer sua atividade terapéutica. Para isso, € necessario
gue as condicbes no meio de dissolucdo sejam as mais préximas possiveis das
condi¢des fisioldgicas encontradas no organismo, representando dessa maneira um
controle de qualidade imprescindivel das formas farmacéuticas sélidas de uso oral.

Apo6s o periodo do teste de dissolucédo das capsulas, foi calculado 26,34% de
taninos dissolvidos no meio, em comparacdo ao teor na forma farmacéutica. As
capsulas apresentaram baixos valores de dissolugéo, portanto para obter resultados
mais precisos, faz-se necessario uma modificacdo na formulacdo, como também
uma otimizacdo da técnica, como a utilizacdo de outros meios de dissolu¢do como
solugdes tampdes de &cido cloridrico, diminuir volume do meio de dissolucdo para
500mL, como também testar diferentes tempo de coleta, com a finalidade de

aumentar a taxa de dissolugéo do insumo farmacéutico ativo L. ferrea.

4.4.4 Desenvolvimento Tecnoldgico dos Comprimidos a Base do Extrato

Seco de Libidibia ferrea

4.4.4.1 Estudo de Compatibilidade do Extrato Seco de Libidibia ferrea e Excipientes

Pode-se observar na figura 18, que nao houve interacéo entre o extrato seco
e 0s excipientes selecionados para a formulagdo dos comprimidos, uma vez que as
curvas de termogravimetria (TG) das misturas binarias ndo apresentaram eventos de
perdas de massa em temperaturas anteriores as apresentadas pelo evento de perda
de massa do extrato seco e sim em temperaturas posteriores, indicando assim que
0S excipientes ndo anteciparam os eventos térmico do extrato seco.

Dessa forma, assim como nas demais formas farmacéuticas, através do
estudo de compatibilidade foi possivel concluir que os excipientes selecionados para
a formulacdo dos comprimidos a base do extrato seco de L. ferrea ndo interagem

com o extrato seco, podendo assim, ser utilizados na formulagéo.
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Figura 18 - Gréaficos das andlises termogravimétricas (TG) do extrato seco de Libidibia ferrea,

excipientes e misturas binérias para formulacdo dos comprimidos.

e Extrato seco L. ferrea
= Glicolato de amido sédico Extrato seco L. ferrea

w00 — MB - » = Crospovidona
’ - MB

Iassa (%)
Massa (%)

T T T T
100 200 300 400 500 800 100 200 200 400 500 800

Temperatura (*C) Temperatura ("C)

—— Extrato seco L. ferrea
— Croscarmelose
100 4 — B

WMassa (%)

T T T
100 200 100 400 500 800

Temperatura (*C)

Legenda: MB-Mistura Binaria.

Fonte: Dados da pesquisa.

Estéo representados na tabela 24 os primeiros eventos de decomposicao e as
perdas de massa do extrato seco de L. ferrea e das misturas binarias com os

excipientes dos comprimidos.

Tabela 24 - Percentual de perda de massa do extrato seco a base de Libidibia ferrea e misturas

binarias com excipientes dos comprimidos.

Componentes Intervalo de temperatura (°C) Perda de massa (%)
Extrato seco L. ferrea 121,34 - 268,62 10,72
MB — glicolato + L. ferrea 216,52 - 302, 57C 25,743
MB - crospovidona + L. ferrea 222,94 - 387,67C 40,911
MB — croscarmelose + L . ferrea 216,97 - 317,11C 32,198

Legenda: MB-Mistura Binéria.

Fonte: Dados da pesquisa.
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4.4.4.2 Obtencdo de Comprimidos a Base do Extrato Seco de Libidibia ferrea

Foram manipulados trés lotes de bancada de comprimidos a base do extrato
seco de L. ferrea, contendo como peso médio 0,500 g, como pode ser observado na

figura 19.

Figura 19 - Comprimidos a base do extrato seco de Libidibia ferrea.

Fonte: Dados da pesquisa.

Cada comprimido contém 0,334 g de extrato seco para administracdo trés
vezes ao dia, a fim de obter a quantidade diaria estabelecida no estudo pré-clinico
de Souza et al. (2009), que estabeleceu uma dose de 200 mg/kg para estudos em
animais e, posteriormente calculada a transposi¢cdo de doses para humanos, onde
estabeleceu-se uma dose de 1 g/70kg/dia (FDA, 2005).

A composicdo final dos comprimidos manipulados pode ser observada na
tabela 25.
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Tabela 25 - Formulacéo final dos comprimidos a base de Libidibia ferrea, lote de bancada Il.

COMPONENTES % g
Extrato L. ferrea 66,80 3,340
Celulose microcristalina 27,00 1,350
Glicolato de Amido Sadico 3,00 0,150
Di6xido de Silicio Coloidal 0,40 0,020
Estearato de magnésio 2,80 0,140
Total 100 5,000

Fonte: Dados da pesquisa.

4.4.4.3 Controle de Qualidade Fisico-Quimico dos Comprimidos de Libidibia ferrea

Na tabela 26, estdo os resultados encontrados dos controles de qualidade

realizados com os comprimidos de L. ferrea.

Tabela 26 - Controle de qualidade de comprimidos de Libidibia ferrea.

Parédmetros Especificacfes Resultados
Peso médio 0,500 g £ 5,0% 0,499 £ 0,08 g
Dureza > 8,0 kgf/cm? 14,22 + 0,17 kgf/lcm?
Friabilidade <1,5% 0,11%
Tempo de desintegracdo < 30 min 16,00 + 1,00 min
Determinacéo do teor de taninos 370,14 mg EAG/g + 15% 123,35 mg EAG/g
Teste de dissolucdo N&o menos de 80% 38,30%

Fonte: Dados da pesquisa.

A Farmacopeia Brasileira (2010) preconiza que o limite de variacdo aceitavel
para comprimidos com peso médio de 250 mg ou mais € de + 5,0%, onde ndo se
pode tolerar mais que duas unidades fora dos limites especificados. Os comprimidos
de L. ferrea apresentaram peso médio em torno de 0,499 g obedecendo aos limites
estabelecidos, garantindo assim a homogeneidade por unidade do lote.

Em relacdo ao teste de friabilidade, apés o periodo de 100 rotacées, nenhum
comprimido pode apresentou-se quebrado, lascado, rachado ou partido e o valor de
perda do seu peso foi abaixo de 1,5 %, caracterizando-os assim como comprimidos
resistentes, dentro do que preconiza a Farmacopeia Brasileira (2010) para o

respectivo teste.
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O valor de dureza (kgf/cm?) obtido dos comprimidos foi superior a 10 kgf/cm?
e nao influenciou negativamente no tempo de desintegracdo dos mesmos. A
desintegracdo teve inicio por volta de 5 minutos e por volta de 16 minutos os
comprimidos estavam soluveis no meio.

No que diz respeito a determinacdo do teor de taninos, assim como todas as
formas farmacéuticas apresentadas nesse trabalho, o resultado obtido para um
comprimido que contém 0,334 g de extrato seco, ficou dentro do parametro de
variacdo de 15% definido pelo guia de orientacdo para registro de medicamento
fitoterapico e registro e notificacdo de produto tradicional fitoterapico estabelecido
pela ANVISA (BRASIL, 2014) para marcador ativo, em comparacdo ao valor
encontrado na determinacéo do teor de taninos no extrato seco.

No teste de dissolugdo dos comprimidos, apds o periodo de 60 minutos foi
calculado 38,30% de taninos dissolvidos no meio, em comparagao o teor na forma
farmacéutica. Assim como as capsulas, os comprimidos também apresentaram
baixos valores para o teste de dissolucdo, sendo assim, também se faz necesséario

uma modificacdo na formulacdo e também otimizacao da técnica.
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5 CONCLUSAO

No presente trabalho, foi possivel realizar a caracterizacao fisico-quimica da
matéria-prima vegetal, solugdo extrativa e extrato seco de Libidibia ferrea, como
determinacdo granulométrica, perda por dessecacado, determinacdo de cinzas totais,
prospeccao fitoquimica, determinacdes de pH, densidade relativa e residuo seco,
determinacdo do teor de taninos, caracteristicas reoldgicas, analise da area
superficial e porosidade das particulas, bem como a toxicidade aguda e consumo de
glicose pelo extrato. Foi possivel obter especificacdes farmacogndsticas dentro do
estabelecido para critérios de qualidade que se encontram descritos na Farmacopeia
Brasileira (2010), como também seguranca do extrato conforme Organisation for
Economic Cooperation And Development, 423 (OECD, 2001) e caracteristicas
farmacotécnicas do insumo farmacéutico vegetal segundo literaturas oficiais.

A partir da padronizacdo do extrato seco, foi possivel obter o desenvolvimento
preliminar de quatro formas farmacéuticas que embasam as seguintes conclusdes:

Os estudos de pré-formulacdo, como os testes de compatibilidade do extrato
seco com os diferentes excipientes selecionados para as formulagdes foram
satisfatorios, uma vez que ndo foi observada nenhuma interagdo que pudesse
comprometer a escolha do excipiente para todas as formas farmacéuticas
determinadas.

Através do desenvolvimento preliminar das formulacdes manipuladas, onde
os controles de qualidade atenderam aos parametros pré-estabelecidos, futuramente
poderdo ser obtidas com éxito formas farmacéuticas orais (solucéo oral, granulado
efervescente, capsulas e comprimidos) a base do extrato de Libidibia ferrea.

As formulagbes obtidas poderdo servir como futuras alternativas

economicamente viaveis para o tratamento de diabetes mellitus.

5.1 PERSPECTIVAS

- Otimizar as formulagdes e os métodos analiticos;

- Testar outros métodos de secagem;

- Validar o método de determinacdo do teor de taninos;

- Desenvolver e validar analise do perfil de dissolucdo para as formas farmacéuticas

sélidas obtidas;
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- Realizar estudo de estabilidade das formas farmacéuticas segundo a RE n° 01 de

2005 (ANVISA);
- Realizar estudos farmacologicos e toxicolégicos pré-clinicos e clinicos das

formulacGes desenvolvidas.
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"GRANULADO EFERVESCENTE A BASE DE Libidibia ferrea PARA
TRATAMENTO ANTIDIABETICO"

Dados do Padido

HNatureza Peterte: 10 - Fatente de Invengao (Fl)

Thuio da Invenglic ou Modelo de Granulzco efervescents 3 base de Libidibia ferrea para trataments
Ltilidads (34} antidiabético
Resumo: A presente patente de invengao refere-se ao granulado efervescente

4 base de Libédibia ferrea, para o tratamento antidiabético. Esta
formulagao contém, como excipientas, polvinilpirmolidona (PVP) K-
30, &cido citrico, scido tarténico, bicarbonats de sbdio, sucralose &
Agua destilada. Para obtencBo do extrato seco de L. femea, fo
utilizada & técnica de infuso, seguida por liofilizagdo. O granulado
foi manipulado wtilizando o processo de granulagio por via Omida,
apresentando boa solubllidade e estabilidade. Trata-se de uma
formulagio imowvadora, eficiente e de balxo custo, destinada ao
tratamento altemativo antidiabetico.

PETICIONAMENTO  Eupy solicitagio foi enviada pelo sistema Peticionamento Eleirdnios sm 221002016 i
ELETRONICO 12:58, Pelicio 670180143028

Petigio 3701 BFI43ME, de 2102008, pig. 2717



111

Dados do Inventor (72)

inventor 1 de 10

Nome: ROSALI MARIA FERREIRA DA SILVA
CPF: 02532224436
Naclonalidade: Srasileira
Quallficagio Flslea: Professor do ensino supenor
Enderego: Rua Jodo Dias Martins, 73, apto. 1103, Boa Viagem
Cidade: Reciie
Estado: PE
CEP: 51021-540
Pafs: BRASIL
Telefone: (31) 327 21383
Fax
Emall: rosalitm@gmad.com

Inventor 2 de 10

Nome: MARIA JOANELLYS DOS SANTOS LIMA
CPF: 09546000481
Nacionalidade: Erasileira
Quallificaglio Flisica: Enfermeiro de nivel supenor, nutricionista, farmacéutico e afine
Enderego: Rua Deputado José Francisco de Melo Cavalcanti, n® 522, Caxanga
Cidade: Recife
Estado: PE
CEP: 500980-495
Pafs: BRASIL
Telefone: (81) 996 575023
Fax
Emall; |canellys lima@hotmail.com
Inventor 3 de 10

PETICIONAMENTO .4 solicitacdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrdnico em 22/10/2018 as
ELETRONICO 12:58, Peticio 870180143028

Petigio S0 8014312K, de 22/102018, pdg. 3717



