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Resumo

O Brasil é um pais com grande variedade de espécies vegetais, 0 que permite a
promogao de novos medicamentos a base de plantas medicinais (fito medicamentos),
as quais podem conter multiplas substéncias de interesse terapéutico. Dentre estas
substancias existem os 6leos essenciais: compostos volateis e de ampla aplicagao
farmacéutica, alimenticia e cosmética, porém que apresentam instabilidade. No meio
farmacéutico, entretanto, existem estratégias para contornar estes fatores como a
viabilizacdo destes 6leos em microparticulas ou em granulados. Para a producéo de
microparticulas pode-se utilizar a técnica de spray-drying, a qual atomiza e seca uma
emulsdo a temperaturas entre 110 e 300°C, e para a granulacao, o processo de adi¢cao
de um agente aglutinante para gerar uma aglomeragdo dos componentes da
formulacéo, seguido de secagem, propicia particulas com funcionalidade de protecao.
Neste trabalho dois excipientes muito comuns na industria farmacéutica (Lactose e
Celulose microcristalina) foram utilizados para a producao de particulas contendo o
6leo essencial de duas espécies brasileiras, a Erva-baleeira (Cordia verbenacea
sinonimia Varronia verbenacea) e a Macela (Achyrocline satureioides) — ambas com
atividade anti-inflamatéria e antimicrobiana. O objetivo deste trabalho foi produzir
microparticulas e granulos que auxiliassem na estabilidade de tais 6leos, avaliando
assim o éleo interno retido, a consisténcia dos granulos produzidos, a umidade relativa
e liberagdo in vitro destas formulagbes, assim como a andlise dos principais
compostos quimicos por cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de Massas
no decorrer de sua estocagem por 30 e 60 dias. Os granulados apresentaram retencao
de 45% dos 6leos empregados e maior liberacdo in vitro quando comparados as
microparticulas, que retiveram 12%, porém as microparticulas demonstraram um perfil
de liberacdo mais constante e umidade relativa menor (3% quando comparado a dos
granulos, que foi de 4 a 20%), tornando-as mais adequadas para sua veiculagcao em
capsulas duras. Ao final do teste, devido a baixa recuperagdo do 6leo essencial,
concluiu-se que, ainda que tenha existido uma retencéo parcial dos éleos, ambas as
particulas necessitam de otimizagdo para que possam ser empregadas para
manutenc¢ao da estabilidade dos 6leos essenciais com o tempo.

Palavras-chave: Plantas Medicinais; Composicao de Medicamentos; Lactose;
Celulose; Polissorbatos; Técnicas In Vitro



Abstract

Brazil possess a large amount of plant species, of which can hold on a great variety of
therapeutic compounds, including essential oils. These substances are volatile
complexes with wide application in pharmaceutical, food and cosmetics industry, but
present instability problems. However, there are some strategies on the
pharmaceutical mean such as the granulation and the microparticulation that can be
useful in the protection of these compounds. Spray-drying is a well-known technique
that dries an atomized emulsion with temperatures ranging from 110-300 ° C
generating microparticles or microspheres. Granulation can be considered an easy
and low-cost technique, which consist of additioning an agglutinating agent to a powder
mixture, followed by its drying, resulting in granules that provide protection. In this work
two common pharmaceutical excipients will be tested (Lactose and Microcrystalline
cellulose) in order to create particles containing essential oils from two Brazilian plants:
Erva-baleeira (Cordia verbenacea synonymic Varronia verbenacea) and Macela
(Achyrocline satureioides) — both presenting antimicrobial and anti-inflammatory
effects. The objective was to produce microparticles and granules that enhanced
essential oil's stability by evaluating formulation’s retention rate, granules integrity,
relative humidity, in vitro release profile and chromatographic analysis during its
storage for 30 and 60 days. The granules presented a higher retention rate (45%) and
a higher amount of released oil when compared to the microparticles, which retained
12% of essential oil, however the microparticles showed a constant release of the oils
and lower humidity values (3% compared to the granules, which varied from 4 to 20%),
allowing its use on hard gelatine capsules. At the end of the test due to low essential
oil concentrations it was concluded that, although the retention of oils was visible, both
particles need optimization to enhance essential oil’s stability.

Key-words: Plants, Medicinal; Drug Compounding; Lactose; Cellulose; Polysorbates;
In Vitro Techniques
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1. Introducao

Por séculos os produtos naturais, mais particularmente as plantas, tém sido
utilizados para o tratamento e controle de diversas doengas. Estima-se que 65% dos
produtos farmacéuticos hoje em dia tem origem natural ou sdo derivados de tais
substancias, tendo como alguns exemplos marcos importantes na histéria da medicina
como a quinina (isolada da Cinchona officinalis), a morfina (Papaver somniferum), a
teofilina (Theobroma cacao) e a digoxina (Digitallis purpurea).'? Este tipo de
medicamento € classificado como “fitoterapico”, e contém compostos isolados ou até
mesmo misturas de diversas substancias encontradas em plantas.3

Entretanto, as plantas s&o organismos complexos que nao produzem somente
uma classe de compostos. Sendo assim, seus extratos e preparos devem ser
realizados de acordo com a substancia de interesse que se deseja isolar e,
posteriormente, verificar sua propriedade medicinal. Estes compostos podem ser
divididos em grupos metabdlitos como taninos, alcaloides, quinonas, saponinas,
flavonoides, dentre outros, incluindo os dleos essenciais.?

Os d6leos essenciais vém ganhando maior visibilidade em diferentes areas de
aplicacdo, uma vez que podem ser utilizados no meio farmacéutico como anti-
inflamatérios, bactericidas, viricidas e fungicidas (incluindo ainda bactérias
multirresistentes); como aditivos de sabor, aroma e conservantes na industria
alimenticia e paralelamente com importancia também na perfumaria e cosmética.*

No Brasil este fator é significativo, pois dentro das 350.000 a 550.000 espécies
vegetais descritas no mundo, 55.000 estao presentes na flora brasileira. Dentre estas,
diversas sdo as que produzem Odleos essenciais como metabdlitos secundarios
(produtos néao essenciais do metabolismo vegetal) cuja atividade biol6gica vem sendo
pesquisada pela compreenséo da acao tdxica e farmacolégica do éleo essencial como
um todo ou seus compostos isolados.®

Entretanto, a instabilidade € um dos fatores mais limitantes no uso dos 6leos
essenciais. Em muitos casos, grande parte de suas moléculas podem sofrer oxidagao,
degradacao por luz e calor, além de apresentarem altas taxas de evaporacao. E para
que estas perdas possam ser evitadas a protecdo dos compostos contra 0 ambiente
externo é uma estratégia promissora.*
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No meio farmacéutico uma maneira de realizar este tipo de protecéo é a técnica
de microencapsulagdo. Microencapsulagdo é um processo que aprisiona uma
substancia (agente ativo) utilizando um material de parede, produzindo particulas
micrométricas. A substancia encapsulada pode ser chamada de nudcleo ou recheio, e
a que encapsula o agente ativo € chamada de revestimento ou parede, a qual pode
ser feita de proteinas, amidos, gomas ou carboidratos como as maltodextrinas.®’ Esta
técnica € muito utilizada nas industrias farmacéutica e alimenticia, e é aplicada com
diversos objetivos, tais como: reduzir a reatividade do material ativo, protecdo do
material encapsulado, facilitar manuseamento, armazenagem e aplicagéo, promover
a liberagdo controlada e mascarar possiveis sabores desagradaveis.®

As técnicas para preparo de uma microparticula podem ser diversas:
atomizacdo, leito fluidizado, liofilizagdo, inclusdo molecular, coacervagao,
envolvimento lipossémico, dentre outras.”8 A técnica utilizada neste trabalho sera a
de atomizacgéao por spray-drying, na qual uma suspensao, emulsdo ou solugao a ser
microencapsulada passa por um bico atomizador que, ao entrar em contato com um
fluxo de ar ou outro gas a temperaturas que variam comumente de 100 a 300 °C, sofre
evaporacdo do solvente.®

Ja outra estratégia para que se crie uma protecado dos compostos de interesse
€ a granulacao. Esta técnica pode ser preparada de duas maneiras: via umida e via
seca, envolvendo agregacao ou desagregacao dos pos utilizados como material de
parede. Na desagregacao, primeiramente, parte-se de um sélido aglomerado de pés,
o qual é fracionado para gerar granulos, enquanto na agregacdo adiciona-se um
agente aglutinante ao p6 para a formacao direta dos granulos. A diferenciacao entre
a via umida e a seca envolve o tipo de agregador utilizado, e de sua dependéncia ou
nao de umidade para melhor incorporacdo durante o processo.® A agregagéo por
granulacdo pela via umida foi empregada neste trabalho por ser uma metodologia
muito utilizada na industria farmacéutica e passivel de comparagcdo com as
microcapsulas, além de ser a mais indicada para uso quando se trata de um principio
ativo liquido.

Como material de recheio das técnicas empregadas, utilizamos os Oleos
essenciais de duas espécies vegetais nativas do Brasil: Erva-baleeira (Varronia
verbenacea) e Macela (Achyrocline satureioides).

A Varronia verbenacea € um arbusto ramificado que se propaga do estado do
Ceara ao Rio Grande do Sul, em regides litoraneas (cerca de 500 a 1000m da costa);
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e apresenta efeitos anti-inflamatdrio, analgésico, antiulcerativo, antimicrobiano e
antiofidico.’

A Achyrocline satureioides é uma herbacea que se distribui por toda América
tropical, utilizada tradicionalmente em forma de infusdo como sedativa,
antiespasmadica, anti-inflamatéria e contra desordens intestinais; seu extrato
apresenta propriedade antibacteriana.?

Ambos os Oleos essenciais apresentam em sua composi¢cao os compostos a-
pineno, trans-cariofileno e a-humuleno, dos quais o a-pineno se encontra como
composto majoritario, sendo por isto, utilizado como marcador quimico; ja os demais,

apresentam importancia relevante a atividade bioldgica.'3

2. Objetivos

» Produzir granulos e microparticulas que contenham Oleos essenciais e
comparar suas caracteristicas quanto a tamanho, densidade, umidade, teor e
estabilidade em condi¢des de armazenagem controladas;

» Determinar analiticamente por CG-EM os componentes a-pineno, trans-
cariofileno e a-humuleno antes e depois de serem encapsulados por spray-drying ou
incorporados por granulacao via iumida;

» Avaliar o perfil de liberagdo in vitro das microparticulas e dos granulados

produzidos e compara-los.
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3. Revisao bibliografica

3.1. Produtos naturais e plantas medicinais

Os produtos naturais fazem parte da vida do ser humano desde os primordios
como fonte de alimento, materiais para vestuario, habitacdo, defesa e ataque, como
utensilios para manifestacdes artisticas, religiosas e culturais, e como meio
restaurador da salde.? No exercicio de buscar plantas para seu sustento e
sobrevivéncia diversas espécies com acgio tdxica e medicinal foram descobertas’, as
quais permitiram o tratamento e prevencao das doencas desde o periodo Paleolitico
Médio, ha cerca de 60 mil anos.'®'® A utilizacdo destas plantas se embasou
principalmente em sabedoria popular, sendo que suas propriedades e usos séo
transmitidos oralmente por geragdes.'”-18:19

Neste aspecto o conhecimento etnomédico exerce importante contribuicao para
os grandes desenvolvimentos nos cuidados de saude. Sdo numerosas as informacgdes
encontradas em literatura, mas que ainda ndo foram compiladas de maneira utilizavel.
Tal fator desperta grande interesse por parte de pesquisadores em estudos
multidisciplinares, exemplificando as areas da botanica, farmacologia e fitoquimica,
que juntas enriquecem o0s conhecimentos sobre uma inesgotavel fonte medicinal
natural: a flora mundial.°

Na area da saude as plantas desenvolvem um importante papel, ndo s6 por
serem uma fonte notavel no tratamento de varias doencas, como também na
descoberta de diversos ativos farmacéuticos que podem ser isolados de acordo com
sua estrutura e funcionamento.’'®19 Atualmente elas se encontram como foco da
pesquisa moderna devido a sua vasta diversidade quimica e de substancias
biologicamente ativas promissoras, ainda que sua utilizacdo terapéutica deva ser
avaliada e comprovada, assim como a seguranca de sua utilizagdo.?'-2?

Outro ponto importante a ser ressaltado estd na quantidade de plantas
existentes no planeta que, dentre as 500 mil espécies ja descritas, somente cerca de
5% séo propriamente estudadas sob visdo da fitoquimica, e uma porcentagem menor
é avaliada quanto a aspectos bioldgicos. Neste quesito o Brasil, pais detentor de uma
flora de grande diversidade e uma ampla variedade de ecossistemas abrigados na
regiao amazonica (a maior floresta tropical do mundo)?324, destaca-se por possuir pré-
requisitos para o desenvolvimento de novos medicamentos por conter cerca de 22%

de todas as espécies vegetais mundialmente (cerca de 55 mil espécies).2526:27
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O uso de plantas medicinais tradicionais tem aumentado significativamente nos
ultimos anos e é reconhecido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), assim
também como pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), sendo que, até
o0 ano de 2007, a receita de fitoterapicos no Brasil faturou cerca de US$ 160 milhdes.?®

No Brasil, a quantidade de medicamentos fitoterapicos no ambito nacional ainda
é limitada, podendo ser citado como exemplo a existéncia de somente 12 fitoterapicos
disponiveis pelo SUS em 2012, e a comparacdo da Relacdao Nacional de
Medicamentos (RENAME) contendo 343 farmacos usualmente comercializados de
forma isolada, contra apenas 71 plantas medicinais citadas na Relagdo Nacional de
Plantas medicinais de interesse do SUS (RENISUS), contando ainda com o fato de
fitoterapicos serem utilizados como terapias complementares na maioria dos
Casos_15,29,30

A principal diferenga entre um fitoterapico e um medicamento utilizado de forma
isolada se da pelo fato de o primeiro ter uma composi¢cdo complexa e de componentes
sinérgicos, além da concentragdo de ativos presentes em cada um.®' O uso de
fitoterapicos pode aumentar as opcoes terapéuticas, apresentando medicamentos
com espectro de acao mais abrangentes, além de serem alternativas de baixo custo,
facil acesso e com menor incidéncia de reacdes adversas.23233

Por estes contextos e pelo fato de inovagdes serem um fator movimentador da
industria farmacéutica, nota-se a importancia do desenvolvimento de novos produtos
fitoterapicos e sua insergdo no mercado atual.’®

Diversas substancias com atividade biolégica podem ser encontradas nas
plantas e divididas em grupos, tais como: Alcaloides (com os subtipos quinolinicos,
isoquinolinicos, tropanicos, inddlicos e pirrolizidinicos), flavonoides, taninos, 6leos
essenciais, polissacarideos, lignanas e neolignanas, quinonas, heterosideos
cardioativos, saponinas e metilxantinas.® Essas substancias sdo consideradas
metabdlitos secundarios, sendo muitas delas envolvidas diretamente nos mecanismos
gue adequam o vegetal produtor a seu meio.? A presenca de determinados grupos
quimicos tem importancia na agao bioldgica e a metodologia utilizada para extracao
de uma espécie estudada dependera destes grupos.®

Neste trabalho a classe quimica estudada foi a dos terpenos, os quais
apresentam como fator marcante o fato de conterem odor caracteristico e natureza
volatil.®
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3.2. Oleos essenciais

Ha milhares de anos os 6leos essenciais vém sendo utilizados pelo ser
humano. Seus usos iniciais se davam especialmente na cultura egipcia a cerca de
6000 atras no processo de mumificacdo, como 6leos de massagem e também como
protetores contra o ressecamento da pele em climas aridos. Na cultura persa os 6leos
de terebintina e mastique eram mais utilizados, sendo estes o0s primeiros Oleos
essenciais obtidos por destilacdo a seco. Durante a época das cruzadas os
conhecimentos sobre estes 6leos e perfumes se difundiram para o leste da Arabia,
entrando em contato com o médico e filosofo Ibn Sina (Avicena), o qual aprimorou a
extracao do 6leo de rosas utilizando uma serpentina refrigerada, obtendo assim um
hidrolato. Entretanto, somente no século Xlll € que se realizou a primeira descrigéo
detalhada sobre 6leos essenciais.3*

Desde entdo, diversos autores estudaram suas caracteristicas, isolamento e
sua classificagdo. Até que nos séculos XIX e XX quimicos organicos passaram a se
interessar por tais substéncias devido a suas propriedades medicinais, toxicas,
aromatizantes e aplicabilidade industrial. % 34

Os Oleos essenciais sao substancias complexas, volateis e de fragrancia
variavel. Podem estar presentes em quaisquer partes da planta, em estruturas
secretoras especificas como cavidades, canais, pelos glandulares e células
parenquimaticas diferenciadas, sendo que em certas espécies o 6leo essencial se
concentra em um dos 6rgaos da planta, como exemplo comum as flores.34

Estes compostos sao produzidos como metabdlitos secundarios das plantas,
ou seja, ndo essenciais para o vegetal, mas sim para finalidades adaptativas ao meio
em que se encontra como afastar predadores, atrair animais polinizadores, controlar
a transpiracao e como inibidores de germinacao. Sao principalmente constituidos de
hidrocarbonetos como 0s monoterpenos, diterpenos e sesquiterpenos. Podem
pertencer ainda ao grupo fenilpropandide e dos compostos oxigenados como ésteres,
alcoois, aldeidos, cetonas, lactonas, fendis entre outras substancias de baixo peso
molecular, cuja principal caracteristica é a alta volatilidade. Estdo presentes
majoritariamente nas familias Lauraceae, Mpyrtaceae, Labiateae, Rutaceae e
Umbeliferaceae.>3*
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Sua utilizagdo crescente nas industrias de alimentos, cosméticos e
farmacéutica, o cultivo de espécies aromaticas e a obtencdo de 6leos essenciais
constituem importantes atividades econémicas?.

Os 6leos essenciais tém grande importancia no uso terapéutico. Diversas sao
suas aplicagbes, tais como anti-inflamatoérios, antimicrobianos, antioxidantes,
melhoradores de imunidade e de digestibilidade, além de estabilizarem a microbiota
intestinal. Dentre os exemplos mais conhecidos nessa area temos o orégano,
contendo timol em sua composi¢do, com importante agdo antimicrobiana®®; o
eucalipto, com diversos usos, dentre eles como anti-histaminico e contra doengas
respiratorias devido a presenca do 1,8-cineol em sua composicdo®®; a lavanda com o
linalol e o acetato de linalila, apresentando ag¢ao anti-inflamatéria, antibacteriana e
cicatrizante®” e a canela-da-china, muito utilizada pela medicina Ayuverdica nao so6
pela sua atividade anti-inflamatéria, mas também pelo potencial antifungico,
antimicrobiano, antidiabético e anticancer, tendo em seu éleo essencial o eugenol e 0
cinamaldeido.38

Nota-se também o destaque conquistado pelas plantas medicinais em conjunto
com os 6leos essenciais na terapéutica por seu amplo uso como anti-inflamatério, e
com menores incidéncias de efeitos adversos.3?

O processo inflamatério € uma resposta fisiologica a danos causados ao
organismo que visa restaurar o tecido afetado por lesdo ou infeccao, se tornando
evidente na progressdo de diversas doencas.®® E uma ferramenta de defesa
controlada por varios mecanismos, 0s quais, quando estimulados de forma
exacerbada, podem acarretar em disturbios patologicos. Tendo isso em mente, 0 uso
de drogas anti-inflamatérias trabalha na limitacdo de tais efeitos acentuados.*’

Dentre as substancias que apresentam atividade anti-inflamatéria, existe uma
classe que pode ser encontrada em uma grande variedade de plantas medicinais: os
terpendides. Sua atividade se da principalmente pela inibicao da sintese de PGE2 e
oxido nitrico. Como estudado por Moraes et al.*? ao observarem a inibicdo de
proteinas pro-inflamatérias importantes (IL-2, IFN-g, TNF-a) causada pelo Lupeol, um
triterpeno pentaciclico, e também em estudo por Santiago et al.*® que avaliaram a
atividade de diterpenos isolados de espécies de Copaifera, confirmando sua atividade
anti-inflamatéria pela maior abundancia de acido copalico em sua constituicdo. Para
0s sesquiterpenos notou-se grande propriedade anti-inflamatéria através da inibicao
de IL-1 e TNF-a através de estudo executado por Moraes et al.*?> ao avaliarem os
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efeitos do Trans-cariofileno e a-humuleno. Ainda, Souza et al** comprovaram a
atividade anti-inflamatéria de B-mirceno e limoneno (monoterpenos) isolados dos
Oleos essenciais de Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. (Asteraceae) e Conyza
bonariensis (L.) Cronquist (Asteraceae).

Neste trabalho, os 6leos essenciais de duas plantas da flora brasileira com agéo
comprovada e com finalidades terapéuticas semelhantes foram incorporados em
forma de medicamento por via oral (capsulas gelatinosas duras). Estas espécies sdo
a Varronia verbenacea (Erva-baleeira) e Achyrocline satureioides (Macela).

3.2.1. Achyrocline satureioides

A Achyrocline satureioides, uma importante planta medicinal pertencente a
familia Asteraceae, também conhecida por Macela, Marcela-do-campo, Marcela,
trata-se de uma planta herbacea, de cerca de um metro de altura; seu caule é coberto
por pelos esbranquicados, e suas folhas sao lineares. As flores sao reunidas em
inflorescéncias do tipo capitulo, de coloragdo amarelo-clara, no apice dos ramos. E
uma planta invasora de terrenos baldios, pastos e terrenos agricolas abandonados.
Esta presente na América tropical, amplamente distribuida na América do Sul, e
floresce de julho a setembro. Suas inflorescéncias sdo muito utilizadas pelas
populacdes locais como enchimento de travesseiro para combate as afeccdes
respiratérias como asma, bronquite e infeccées do trato respiratério superior e
também por conter um aroma agradavel. Popularmente é utilizada em forma de
infusdo como sedativa, anti-inflamatéria, antiespasmodica e contra desordens
intestinais. Como cha também é utilizada contra nduseas e dores epigastricas. Outras
utilizacbes terapéuticas incluem sua atividade hepatoprotetora, antiparasitaria,

tripanocida e como amenizadora dos efeitos da quimioterapia.*>46
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Figura 1. llustracao das flores da espécie Achyrocline satureioides (Fonte: Colegcao de plantas
medicinais e  aromaticas do CPQBA -  UNICAMP. Disponivel em:<
https://webdrm.cpgba.unicamp.br/cpma/fotos/10.jpg>)

Ja estudos experimentais com seu extrato tém mostrado sua acao anti-
inflamatdria em colite induzida em camundongos*6, a qual apresenta comprovagao
por inibir adesdo e o metabolismo oxidativo de neutréfilos*’, possui acdo contra
microrganismos patogénicos*® e também apresenta efeito imunorregulatério®, além
de apresentar acdo antioxidativa quando aplicado em tecidos hepatico, renal e
cardiaco em ratos infectados por tripanosoma®, e acdo antimicrobiana,
principalmente contra Staphylococcus aureus e Bacillus cereus. ' Segundo Stolz et
al.>? esta espécie ndo apresenta elevada toxicidade, pois segundo Retta et al.>® seus
efeitos estdo mais associados a atividades farmacol6gicas pronunciadas do que a um

efeito toxico.

3.2.2. Varronia verbenacea

Também conhecida como Erva-baleeira, Cordia, Camarinha, Catinga-de-barao
ou Maria-preta é um arbusto muito ramificado, ereto e aromatico, com hastes cobertas
por casca fibrosa e com altura de 1,5-2,5 m. Apresenta folhas simples, alternadas,
coriaceas, aromaticas. As flores sdo pequenas, brancas e dispostas em
inflorescéncias racemosas, e os frutos quando maduros apresentam coloragédo
vermelha. Suas folhas contém tricomas glandulares globulares e reniformes, no qual
0 primeiro € responsavel pela secrecdao de 6leo essencial terpendide, e o segundo
pela secrecao de flavonoides. Seu género esta amplamente distribuido em regides

tropicais e subtropicais do mundo, como Australia, Nova Caledénia, Guiana, além do
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Brasil. Foi utilizada inicialmente por indigenas, que faziam aplicacao tépica do extrato
bruto de suas partes aéreas, e € popularmente utilizada como antiulcerativa,
analgésica e anti-inflamatéria, em forma de infuso (chd) para via interna, e como
compressa ou pomada para uso topico.

Figura 2. llustracdo das flores e folhas da espécie Varronia verbenacea (Fonte: Colecdo de
plantas medicinais e aromaticas do CPQBA - Unicamp. Disponivel em:<
https://webdrm.cpgba.unicamp.br/cpma/fotos/60.jpg>)

Em 2005, foi desenvolvido o fito medicamento de nome fantasia Acheflan®, do
laboratério Aché, cujo principio ativo é o Oleo essencial de Varronia verbenacea,
causando um impacto na industria farmacéutica brasileira pelo incentivo ao uso dos
produtos naturais como medicina alternativa a partir da vasta riqueza de espécies
encontradas em nossa flora'® e tem sido um dos medicamentos fitoterapicos mais
comercializados.%*

Os estudos experimentais feitos utilizando seus extratos demonstram atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Bacillus cereus sendo que também
apresentou potencial acdo antioxidante, avaliado in vitro pelos ensaios de radical livre
utilizando 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), método utilizando 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS) e pelo método de radical anion
superdxido.®® O oleo essencial de Varronia verbenacea apresentou agdo anti-
inflamatoria no teste de edema de pata em camundongos e ratos, indicando que seus
componentes a-humuleno e trans-cariofileno exercem acdo fundamental em tal

efeito.%®
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Tanto a Varronia verbenacea como a Achyrocline satureioides apresentam em
seu 6leo essencial alguns compostos em comum, como o a-pineno, trans-cariofileno
e o a-humuleno. Dentre estes, 0s que mais apresentam relevancia no quesito acao
terapéutica sdo os dois ultimos. O a-pineno toma papel como composto majoritario
dos Oleos, sendo sua presenca e abundancia um fator importante para que seja
utilizado como marcador quimico destes déleos essenciais e muitas vezes pelo papel

de sinergismo dentre as moléculas.'

3.3. Formas farmacéuticas e funcoes

Observa-se entdo que os pontos terapéuticos referentes a utilizacao dos 6leos
essenciais sao diversos. Porém estas substancias raramente sdo administradas por
humanos em sua forma pura, sendo mais frequente sua utilizagdo em forma de
formulagcdées ou medicamentos, para que seu potencial seja bem aproveitado.

A administracdo necessita da sua incorporacdo em uma forma farmacéutica,
constituida de componentes inertes ao éleo essencial.? Estes preparos podem variar
desde solugdes simples, até sistemas de liberagdo complexos, dependendo do uso
adequado dos adjuvantes e da finalidade do medicamento. A partir disto, tem-se uma
ampla visdo sobre as muitas formas farmacéuticas existentes como solugdes,
suspensoes, capsulas, comprimidos, aerossoéis, emulsdes, dentre outras.5” A escolha
da forma farmacéutica mais apropriada deve considerar a eficacia e seguranca do
componente ativo e assegurar sua qualidade, facilitar a aplicacdo do medicamento
(via de administracdo adequada), permitir a administracdo de dose efetiva do
componente ativo, com precisao adequada ao seu emprego seguro e sua adequagao
a casos especificos, além de contornar problemas de estabilidade.?

Visando este ultimo ponto podem-se citar duas técnicas muito utilizadas no
meio farmacéutico. Uma delas é a microencapsulacao, que consiste em aprisionar em
escala microscépica um material de interesse em um material de parede, e a outra é
a granulacao, que além de melhorar o escoamento dos pos, também homogeneiza a
distribuicdo do material de interesse em um granulo macroscépico.'®*® Para uma
substancia tao instavel e volatil como um 6leo essencial, fator limitante para sua
utilizacdo como medicamento, tais técnicas podem providenciar o tipo de protecéo

adequada contra suas perdas ao ambiente em que se encontra.%®
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3.3.1. Microencapsulacao

As primeiras tentativas da utilizagao da técnica de microencapsulagao datam a
década de 1930. Porém sua primeira utilizacao foi realizada em 1954, pela empresa
National Cash Register, a qual utilizou uma fina camada de microcapsulas de 1 a 10
um contendo tinta, as quais eram rompidas pela pressdo mecéanica da escrita e assim
geravam uma copia na folha de baixo, do que havia sido escrito no papel superior; era
conhecido como papel carbono sem carbono, porque ao contrario do anterior, ndo
sujava as maos.59

A microencapsulagdo € uma técnica desenvolvida com objetivo principal de
proteger compostos solidos, liquidos ou gasosos por peliculas poliméricas gerando
particulas que liberam seu conteudo em condicbes controladas. O principio envolve o
isolamento da substancia de interesse do meio externo, evitando interacdes fisicas
e/ou quimicas, como oxidacdo, contato com luz e umidade.®® O material que sera
encapsulado pode ser chamado de nucleo, preenchimento, material interno ou
material de carga util, ja o material que protegera o que o agente ativo é chamado de
revestimento, membrana, casca, capsula, material transportador, material de parede,
fase externa, ou matriz.5162

Dependendo da técnica utilizada e dos materiais de nucleo e parede, uma
microcapsula pode tomar duas formas: mononuclear e matriz (Figura 3); no primeiro
caso 0 nucleo contendo o composto a ser protegido encontra-se envolvido pelo
polimero formador de parede; ja no segundo caso a substancia a ser protegida fica

dispersa na matriz polimérica em diversos compartimentos.>®

H e ‘ g
"Core” - Micleo "Core" - Nucleos

Material de Parede Material de Parede
Revestimento Revestimento

Figura 3. Microcapsulas dos tipos mononuclear (A), protegido pelo polimero e do tipo matriz
(B), com compartimentos distribuidos pelo polimero.33
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Sao tambeém classificadas através de seu tamanho de particula, sendo de
1 a 1000 um para microparticulas, e entre 1 e 100 nm para nanoparticulas.3:64

As vantagens da utilizacdo da microencapsulacao para produtos bioativos
se da principalmente por propiciar a conservacao do material, assim como permitir o
controle na liberacdo deste produto ativo em determinado meio®56 porém outros
objetivos também podem ser alcangados como a reducéo da atividade do material
ativo, facilitar o manuseamento, aplicacdo e armazenagem do componente
microencapsulado e mascarar o sabor indesejavel de certas substancias.®”

Dentre as técnicas utilizadas para obtengéo de tais particulas podemos incluir
processos quimicos (coacervagdo, co-cristalizacdo, polimerizacao interfacial,
gelificacdo ibnica, incompatibilidade polimérica, aprisionamento em lipossomas e
inclusdo molecular) e processos fisicos (atomizacédo, congelamento e extrus&o).6® A
escolha do método mais aplicavel deve levar em consideracdo a sensibilidade do
material a ser encapsulado a técnica, o tamanho de particula desejado, as
propriedades fisico-quimicas dos materiais de parede, suas possiveis aplicacoes e
propriedades de liberacdo, assim como o valor econdmico em todo o
processamento.5?

A microencapsulacdo por spray-drying trata-se de um processo fisico e
apresenta vasta aplicabilidade, como nas industrias de cerdmica, no qual seu uso
auxilia na regularizacdo do tamanho dentre as particulas’®, na eletrbnica como
ferramenta de revestimento de nano tubos para aumentar a poténcia de baterias’' e
também na industria alimenticia, sendo utilizada para microencapsulacao de
flavorizantes, lipideos e carotenoides, além de diversas outras substancias.’?

E uma técnica de destaque ao se tratar de 6leos essenciais e outras
substancias volateis pois soluciona problemas de estabilidade em condi¢des adversas
como a presenca de luz, oxigénio, calor e pH extremos, além de mascarar odores e
sabores desagradaveis e reduzir sua volatilidade. Isso se da pelo revestimento
realizado pelo material de parede empregado.’®® Em literatura pode-se encontrar
diversos trabalhos utilizando desta técnica para aprisionamento de éleos essenciais,
como o caso de Souza et al.'3® ao utilizarem complexos de ciclodextrina para 6leo
essencial de Lippia sidoides; Fernandes et al''® envolvendo dleo essencial de
Rosmarinus officinalis em goma arabica, amido e maltodextrina e como realizado por
Garcia®, que envolveu 6leo essencial de Manjericdo utilizando como material de
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parede goma arabica, isolado proteico de soja, isolado proteico de leite e
maltodextrina.

No setor farmacéutico, a principal utilizacdo da microencapsulagcéao se da para
aumentar sua estabilidade, ou retardar e modificar sua liberagdo em locais
especificos. Envolve a emulsificagdo de um material de nucleo (geralmente lipidico)
com uma densa solugéo de material de parede (comumente amidos, proteinas, gomas
e maltodextrinas, individualmente ou em conjunto) e sua posterior secagem por
atomizacgao, que consiste na aspersao desta emulsao sob um fluxo de ar quente que

evapora o solvente presente na mistura.®5°

3.3.2. Granulacao via umida

O processo de granulagdo tem por finalidade transformar particulas de pos
cristalinos ou amorfos em agregados sélidos com resisténcia e porosidade variadas.
Quando comparado a um p6é nao granulado, um granulo apresenta maior
homogeneidade de distribuigdo de seus componentes, maior densidade, facilidade de
escoamento, reprodutibilidade em afericbes volumétricas, melhor compressibilidade e
resisténcia mecanica.”®

Um granulado apresenta sua cor e forma mais regular, limitado grau de
distribuicdo granulométrica, fluidez, resisténcia mecanica e umidade acima de 3%.
Todos estes fatores sao influenciados pelo tipo de material usado na composicao dos
granulos, assim como a metodologia utilizada para sua producgio.®

As metodologias utilizadas se baseiam no agente aglutinante ou nos passos
tecnoldgicos aplicados. Pode-se utilizar de uma etapa de agregacgéo inicial, seguida
de desagregacéo parcial deste pd; quando por via umida, um agente aglutinante inicia
0 processo, quando por via seca, a simples compressao do pd da inicio ao processo.
Pode-se também partir de um po6 fino, no qual sera adicionado um agente aglutinante
que vira a agregar as particulas resultando em um granulado. No presente trabalho
este ultimo método foi utilizado.

A granulagédo por via umida de agregagao convencional faz o uso de um liquido
de umedecimento, podendo ser 4gua ou solventes volateis, apresentando ou nao um
agente aglutinante em sua composicao. Este liquido é adicionado a mistura de pés, e
entdo a mistura é submetida a agitacdo, o que deve promover a dissolucéo parcial

dos componentes do pé. Esta massa Uumida é entdo uniformizada através de sua
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passagem por crivos de tamanho conhecido, recolhida e levada a secagem para que
os granulos adquiram resisténcia e umidade adequadas.®

A incorporacdo de matérias-primas vegetais liquidas, tais como os 6éleos
essenciais, na granulacao por via umida, € uma alternativa metodolégica na obtencgéao
de granulados.?

Os granulos e microcépsulas podem ser administrados da maneira como sao
produzidos, porém, na maioria das vezes, estes pds sao viabilizados na forma de
comprimidos e capsulas pois isso permite um melhor controle na dose, apresenta
praticidade de transporte e viabilizacdo comercial, além de serem muito estaveis do
ponto de vista quimico e microbioldgico, justificando a popularidade destes tipos de
forma farmacéutica.>’*7> Neste trabalho a viabilizacdo destas microparticulas e
granulos foi feita utilizando-se capsulas gelatinosas duras, e comparadas com o pé ou
granulo ndo encapsulado.

E valido ressaltar que a utilizacdo destas técnicas para microencapsulacéo e
granulacado envolvendo estes dois 6leos essenciais em mistura é uma abordagem
ainda nao encontrada em literatura, tornando-os comparaveis somente com trabalhos
que utilizam outros 6leos essenciais.

Tendo em vista que os materiais de parede utilizados para a técnica de spray-
drying foram os mesmos da granulagdo, uma analise para que se comparar 0s dois
produtos foi conduzida para a determinacdo do processo mais apropriado para a
preservacao dos constituintes presentes nos 6leos essenciais, propiciando um perfil
de liberagéo in vitro que cumprisse os requisitos de um fito medicamento para uso

oral, geralmente de liberacao imediata.
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4. Material e métodos

4.1. Materiais

Oleos: 6leo essencial de Varronia verbenacea e Achyrocline satureioides.
Reagentes: D(+) Lactose (Dinamica®), Celulose microcristalina (Labsynth®), Tween
80 (Labsynth®), 4gua destilada, NaCl (Nuclear®), solucdo HCI 36% (Exodo®), reagente

de Karl-Fischer sem piridina (Vetec®), metanol (Tedia®). Todos os reagentes séo P.A.

4.2. Métodos

4.2.1 Obtencao dos oleos essenciais

Os 6leos essenciais de Varronia verbenacea e Achyrocline satureioides foram
obtidos das folhas frescas e inflorescéncias de macela, e das folhas secas de Erva-
baleeira, cultivadas no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e
Agricolas da Unicamp (CPQBA), coordenadas geogréaficas: 22°47'53.8"S
47°06’47.2"W. As plantas foram identificadas sob os numeros de identificacao UEC
1138 (Achyrocline satureioides) e UEC 112744 (Varronia verbenacea). Os 6leos
essenciais foram extraidos através da técnica de arraste a vapor em dornas de aco
com capacidade para 1500 L. A separacéao do éleo e da agua foi feita inicialmente em
vaso separador de ago inox, e posteriormente com funil de separacéo e por fim, secos
com adicdo de sulfato de sodio anidro.”6.8

Os 6leos foram colocados em frascos ambar e rotulados com o nome da

espécie e periodo em que foram extraidos, e armazenados sob refrigeracao a -18 °C.

4.2.2. Preparo por granulacao via umida
Empregou-se como base para esta etapa a formulagdo previamente testada

(Apéndice 9.1.) Descrita por Koester & Thommes’” (originalmente para produgéo de
pellets) com adaptagdes. Nos componentes houve a adicdo de um agente surfactante
(Tween 80) para melhor distribuicdo dos dleos essenciais utilizados neste projeto. Na
secagem os autores utilizaram leito fluidizado a 65°C por 10 min, o que aqui também
sofreu adaptacdes com a finalidade de avaliar os métodos de secagem utilizados para
obtencdo destes granulos e, para isso, dois tipos de secagem diferentes foram
empregados: secagem em estufa (descrito por Vanhoorne et al.”®) a 65°C e secagem
em dessecador a temperatura ambiente (~252C) como utilizado por Fung.”®
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Os materiais empregados nas formulagdes foram: Celulose microcristalina P.A.
(Labsynth®, Diadema-SP), D(+) Lactose P.A. (Dinamica®, Diadema-SP), Tween 80
(Labsynth®, Diadema-SP) e dgua destilada, além dos 6leos essenciais, os quais foram
empregados em mistura 1:1 por apresentarem os mesmos compostos de interesse,

além de demonstrarem acao terapéutica semelhante.

Tabela 1. Ingredientes para a producao de granulados por via imida, contendo 6leo essencial.

Ingredientes Proporgcao (em massa)
Celulose microcristalina P.A. 1,00
Lactose P.A. 1,00
Tween 80 0,10
Oleo essencial de erva-baleeira 0,08
Oleo essencial de macela 0,08
Agua 1,30

Em um béquer, foram pesadas lactose e celulose microcristalina, os pds foram
transferidos para um gral, misturados por 10 min para eliminagdo de grumos e
homogeneizagéo das particulas.

Em outro béquer pesou-se 0s 6leos essenciais de macela e erva-baleeira em
massas idénticas e o Tween 80, seguido da adi¢cdo de agua com mistura constante
para homogeneizacdo, formando-se uma emulsdo. Essa emulsdo foi vertida
lentamente sobre a mistura de pés, sob agitacao constante. Agitou-se a mistura final
por mais 15 min.

A mistura entdo foi submetida ao processo de extrusado para padronizacao do
tamanho de particulas. Para isso, utilizou-se um tamis com malha 0,71 mm, e
pressionou-se a massa contra a malha utilizando uma espatula. O granulado
resultante foi submetido a secagem por diferentes metodologias: secagem por estufa
e secagem em dessecador.

Cinco outras maneiras de preparo testando-se componentes diferentes foram
realizadas. Dentre os componentes testados estao o amido, polivinilpirrolidona, acido
ascérbico e carboximetilcelulose. Apds producéo, baseada em métodos de literatura,
todas as formulagdes foram submetidas a uma avaliacao por granulometria para que
pudessem ser classificadas como granulados de tamanho padronizado e
consistentes.? Dos métodos testados, dois foram os que apresentaram melhor
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consisténcia, e um deles foi eleito como mais adequado para uso neste trabalho, pois
além de apresentar melhor estabilidade como granulo, foi 0 método mais reprodutivel
em relacdo a literatura (Apéndice 9.1.).

4.2.3. Secagem em estufa

Para a secagem dos granulos empregou-se o método de secagem em estufa,
o qual foi comparado a um método menos drastico em quesitos de temperatura, que
€ 0 método em dessecador, ja que os 6leos essenciais sdo sabidamente volateis.
Todos os ingredientes foram previamente misturados, resultando numa massa umida
produzida de acordo com a técnica descrita no item 4.3. Apds a etapa de extrusao, 0s
granulados gerados foram colocados em recipiente de aluminio sem tampa, sendo em
seguida secos a 65 °C por 6 h em estufa marca Precision® mechanical convection
oven, GCA Corporation, Chicago, USA. 788182

4.2.4. Secagem em dessecador

O uso do dessecador geralmente esta relacionado a testes de determinacao de
equilibrio higroscépico estatico, no qual o produto fica sob ambiente fechado com
temperatura e umidade do ar controlados para que se observem suas perdas ou
ganhos de agua.?® Neste trabalho a finalidade do uso da silica gel no dessecador foi
feita para a desidratacao do produto, pois as condi¢des moderadas de temperatura
favoreceriam a manutencao da composicao quimica original dos éleos essenciais em
teoria 8478

Para a secagem em dessecador, todos os ingredientes foram previamente
misturados, resultando numa massa Umida produzida de acordo com a técnica
descrita em 4.3. ApGs a etapa de extrusao, os granulados gerados foram colocados
em recipiente de aluminio sem tampa, sendo depois levado para secagem em
dessecador a 25 °C * 4, durante por 168 h, utilizando bomba de vacuo (700 mmHg),

na presenca de silica gel tipo azul para secagem (Labsynth®, SP - Brasil).””.78.84

4.2.5. Preparo por spray-drying

Para processamento por spray-drying foi utilizada a mesma formulacdo do
processo de granulagio®®, com alteracdo do volume de agua para permitir uma
suspensao adequada dos componentes, levando a uma porcentagem final de sélidos
de 14%.
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Tabela 2. Ingredientes empregados na producao de microparticulas por spray-drying,

contendo 6leo essencial.

Ingredientes Proporcao (em massa)
Celulose microcristalina P.A. 1,00
Lactose P.A. 1,00
Tween 80 0,10
Oleo essencial de erva-baleeira 0,08
Oleo essencial de macela 0,08
Agua 13,60

Para producéo das microparticulas o equipamento utilizado foi um mini Spray
Dryer marca Blichi®, modelo B-290 (Figura 4), na Divisdo de Quimica de Produtos
Naturais do CPQBA/UNICAMP.

Os valores utilizados (Tabela 3) foram baseados em parametros de
literatura®-86 e também nos paréametros sugeridos pelo fabricante do equipamento,
ajustados a partir da realizagcdo de ensaios preliminares (dados nao apresentados).

Para todos os processamentos foi utilizado ar comprimido.

Tabela 3. Parametros aplicados aos ensaios para produgcdo de microparticulas e valores

empregados.
Parametros Valores
Temperatura de entrada do ar 120 °C
Temperatura de saida do ar 77 °C
Diametro do bico atomizador 1,5 mm
Taxa de aspiragao 600 L/h
Bomba de alimentacao (peristaltica) 360 mL/h

Batedor para limpeza do bico Posicao 3
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Figura 4. llustragao de um mini spray-dryer marca Biichi®, modelo B-290 de bancada, com
detalhes da camara de secagem (A), do copo coletor (B) e sonda de saida (C).(Disponivel
em:<https://www.buchi.com/br-pt/products/spray-drying-and-encapsulation/mini-spray-dryer-
b-290>).

Apbs o término do processamento, os pds obtidos foram divididos em “fracdo
da camara de secagem” e “fracdo do copo coletor”, devido ao fato de inferir-se
previamente que a “fracdo da camara de secagem” pudesse ter uma composicao
diferente da outra, tendo em vista que as particulas nela contida permanecem mais
tempo expostas a temperatura de entrada (120 °C) do que a do copo coletor que fica
posterior e € monitorada pela sonda de leitura (C) com temperatura de saida a 77 ¢C.4

4.2.6. Teste de Granulacao

O tamanho de particula dos granulos e microparticulas foi determinado através
da técnica de Granulometria por tamisagéo descrito pela farmacopeia Brasileira 5%ed.
10 g de amostra foram colocadas sobre um sistema de 4 tamises de malhas de mesh
#20 (850 um), 30 (600), 50 (300) e 60 (250) com um recipiente coletor inferior para
pos <250 um. O teste foi realizado em um agitador de tamis RX-30 Ro-tap Sieve
Shaker®, Ohio, U.S.A. durante 15 min. Apds final da agitagdo a massa de p6 presente
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em cada um dos tamises foi pesada para determinar a distribuicdo do tamanho de

particula.8

4.2.7. Densidade aparente e compactada

Para determinacao de densidade aparente, 2 g de amostra foram pesadas em
uma proveta de 10 mL. O volume ocupado pelo pd ou granulo foi entao registrado.
Para a determinagdo da densidade compactada esta mesma massa de amostra na
proveta foi batida repetidamente sobre uma superficie plana provida de anteparo
semirrigido a uma altura de 10 cm durante dois min. Ao final realizou-se a leitura do
volume ocupado pelo pé compactado. O valor das densidades foi calculado dividindo-
se a massa de p6 pelo volume ocupado ao final de cada teste.?”:8

Para estes testes torna-se possivel a aplicagéo do indice de Carr (1) e do fator
de Hausner (2) para determinacéo de escoabilidade e coesividade, respectivamente.

Tais equacodes sao descritas abaixo.

(dcompactada_ daparente) X 1 OO (1 )

Indice de Carr =
dcompactada

d
Fator de Hausner = —<mpactada )

daparente

4.2.8. Liberacao in vitro

O teste de liberacao in vitro foi conduzido de acordo com o método de Wang et
al.?% e a Farmacopeia Brasileira 52 ed® com adaptagdes no volume de meio utilizado
e na frequéncia de coletas. 600 mg de granulos ou microparticulas foram colocados
em 50 mL de meio 0,05M de NaCl, ajustado a pH 1,5 com HCI a 37°C sob agitacao
magnética constante (100 rpm) em uma placa de agitagao e aquecimento IKA® C-mag
HS7. Nos intervalos de 1, 3, 5, 10, 15, 30 e 60 min, 5 mL de material foram coletados
e armazenados em tubo tipo Falcon, e 5 mL de meio foram repostos a cada coleta. As
amostras coletadas foram centrifugadas a 3000 G durante 5 min para separacéao do
material suspenso, e 0,5 mL do sobrenadante foram diluidos em 4,5 mL uma solugéao
de branco para leitura em UV-vis a 214 nm. Uma curva analitica contendo uma mistura
dos dleos essenciais em mistura 1:1 diluidos no branco analitico foi construida para

sua quantificagdo.80.89.90,91,92
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4.2.9. Extracao do 6leo essencial a partir das formulacoes
Para avaliar a quantidade de O6leo retida nas amostras, empregou-se a
hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger, baseado na metodologia descrita na
Farmacopeia Brasileira 52 ed., com adaptacbes que estdo mencionadas a

Seguir80,93,94

150

(A) (B)
Figura 5. A) Aparelho de Clevenger para hidrodestilacdo, descrito pela Farmacopeia
Brasileira®’, B) Adaptacdo, com condensador extra na saida “K”.(Fonte propria)

10 g de amostra oriunda dos processos de granulagao ou spray-drying, foram
colocadas em baldo de fundo redondo, adicionou-se 400 mL de agua destilada e
pérolas de vidro para evitar ebulicdo tumultuosa. O baléao foi colocado em manta de
aquecimento (Fisatom, Mod.52, 200 W, SP - Brasil) e acoplado ao sistema de
destilacdo. Para evitar a perda de dleo destilado, foi acoplado um condensador na
saida superior do sistema (boca “K” da Figura 5). A extragao foi padronizada em 3 h
para todas as amostras, e o volume de 6leo obtido em cada tratamento foi
posteriormente reservado sob refrigeracdo a -18 °C até anélise por Cromatografia a
Gés.

Anteriormente a adocdo do método de hidrodestilacao, os outros métodos
foram testados como tentativa para extracdo dos 6leos essenciais, sendo eles: 1)
extracdo com solvente organico, seguido de agitacao por ultrassom, centrifugacao e
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filtragem e 2) extragdo com solvente organico em aparelho de Soxhlet. Em ambas as
metodologias se utilizou como solvente extrator o diclorometano, um solvente
excelente para 6leos essenciais e de baixo ponto de ebulicdo. Entretanto, nenhuma
das técnicas foi adotada, pois tendo como etapa final do processo a remocéao do
solvente por destilacdo a vacuo até peso constante, verificou-se que ambos meétodos
apresentavam problemas. Observou-se que na tentativa de retirar o solvente presente
nas amostras, parte do 6leo evaporava também (confirmado pelo balango de massa
por gravimetria) e, mesmo com a utilizagdo de trietil citrato (um fixador utilizado em
perfumaria®%) na tentativa de reter o 6leo, isto ndo foi possivel e assim o
procedimento foi abandonado, uma vez que nao condiziam com normativas para
experimentos que envolvam determinacdes quantitativas e que exigem esta figura de
mérito (repetitividade) com baixos desvios entre as amostras. Os dados brutos
referentes a estes experimentos encontram-se nos Apéndices 9.2. a 9.4.

Apés a realizacdo destes ensaios preliminares, foi adotada a metodologia de
extracao por aparelho de Clevenger, utilizada na farmacopeia para dosagem de 6leos
essenciais de plantas pois com esta metodologia a recuperacao dos 6leos essenciais
foi maior (83,64%), e este fator foi utilizado para calcular a quantidade tedrica total de
Oleo presente nas amostras (Apéndice 9.6.).

4.2.10. Quantificacao por cromatografia gasosa acoplada a detector de Massas
(CG-EM)
O perfil cromatografico dos 6leos essenciais obtidos por hidrodestilagdo foi

avaliado por cromatografia gasosa (Agilent HP 6890) e as condicbes operacionais
foram: temperatura inicial 50 °C, temperatura final 220 °C, injecao modo split, coluna
Agilent 19091J-433 HP-5 5% fenil metil polisiloxano (comprimento 30 m, didmetro 0,25
mm, espessura de filme 250 um), espectrémetro de Massas Agilent HP 5975, detector
em modo SIM, utilizando como padrbes analiticos os compostos a-pineno, trans-

cariofileno e a-humuleno em metanol.

4.2.11. Determinacao da umidade residual das formulacoes pelo método de
Karl Fischer
Para avaliar a quantidade residual de agua ao final do processamento por

granulometria via umida ou spray-drying, foi utilizado o método de Karl Fischer. Esta
determinacao permitiu uma comparacao real entre as técnicas tendo em vista que

todos os calculos empregados envolvendo os granulos e as microparticulas foram
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realizados em base seca. Para cada determinacao de agua, trés replicatas foram
realizadas, contendo 200 mg de amostra.

A escolha do teste de Karl-Fischer para determinacao de agua no lugar do teste
gravimétrico se deu em funcdo da volatilidade dos compostos presentes nas
formulagdes e o risco existente de perda destes durante a secagem na estufa, o que

alteraria a massa e levaria a resultados pouco confiaveis.?7:98:99,100

4.2.12. Estudo de estabilidade acelerado
As amostras foram submetidas a um estudo de estabilidade acelerado a 40 °C

e 75% de umidade relativa em sistema fechado, durante 6 meses e com coletas em
30, 60, 90 e 180 dias de acordo com a RE889 e foram divididas em duas categorias,
denominados a partir de agora por “lotes tipo”:
e Lote tipo “Céapsulas” - microparticulas/ granulos, acondicionados em capsulas
gelatinosas duras e posteriormente colocadas em frasco plastico com tampa.
e Lote tipo “Granel” - microparticulas/ granulos, acondicionados em frasco
plastico com tampa.

Os frascos foram armazenados em dessecador contendo solucédo saturada de
NaCl para manter a umidade relativa de equilibrio em 75%, e foram colocados em
estufa a 40 °C. Nos periodos determinados as amostras foram coletadas e todos os
testes realizados em ambos os tipos, com excecéo do teste de liberacao in vitro que
s6 foi realizado com os “Lote Capsulas”, uma vez que o objetivo deste teste € verificar
a liberacao dos 6leos em um possivel uso medicamentoso, o que nao acomete o “Lote
Granel’, que tem finalidade de reter tais Oleos somente para

armazenamento.01.102,103,104
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5. Resultados e discussao

5.1. Obtencao dos dleos essenciais a partir das espécies vegetais

Dentre os métodos classicos de extragao de 6leos essenciais a partir de plantas
0s mais comumente utilizados sao a hidrodestilacdo e a destilacao por arraste de
vapor. Sabe-se que, na primeira, existe a formacao de artefatos provenientes do
contato direto entre a agua e o 6leo essencial em questao, fato que induz tais éleos a
reagdes hidroliticas, e também o contato direto com o aquecimento empregado nas
caldeiras resultando em degradacgao térmica. A vantagem da utilizacao da técnica de
arraste a vapor encontra-se no contato da planta somente com o vapor da agua
empregada, o que reduz as degradagoes descritas anteriormente.24105

O procedimento extrativo descrito foi realizado como parte de um projeto
anterior, e os 6leos obtidos foram utilizados neste trabalho. O processo de arraste a
vapor levou de 1,5 até 2 h para cada espécie. Os 6leos foram recolhidos e separados
em vaso florentino anexo a dorna e posteriormente em laboratério com sulfato de
sodio anidro P.A para remocéao de tragos de agua®

Para a Erva-baleeira o rendimento foi de 0,34%, o que condiz com o rendimento
obtido por Passos et al.5¢ de 0,37% e de Carvalho Jr et al.'® de 0,42%. Para a Macela
obteve-se rendimento de 0,05%, valor inferior ao observado em literatura, como
exemplo em Gongalves?® de 0,60% e Amaral et af?de 0,41%. O baixo rendimento se
deu devido a uma colheita tardia que levou ao envelhecimento das flores e assim a
uma queda da producéao do éleo essencial, porém este ponto ndo sera discutido neste
trabalho.

5.2. Preparo por granulacao via umida

Em um processo de granulagéo, a avaliacdo da eficiéncia do processo utilizado
se da pela quantidade de particulas resultantes que estejam dentro das dimensdes
esperadas’®®, que neste trabalho foram de 710 pm.

Sendo assim, para os granulos secos em estufa a 65°C por 6h, obteve-se o
equivalente a 95% de massa seca total utilizada inicialmente, dos quais cerca de 77%
permaneceram com tamanho de particula entre 600 e 800 um. Para os granulos secos
em dessecador a 25°C por 168h os valores foram de 94,5% da massa seca inicial, e
74% desta mantendo seu tamanho de particula entre 600 e 800 um. Tais resultados
se encontraram inferiores aos descritos por Suresh et al'%” que observaram os

rendimentos de processos de granulacdo entre 98 e 99%. As perdas em nosso
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trabalho podem ter ocorrido pela maneira como o0 processo de granulagédo foi
realizado: ndo foram utilizados granuladores automaticos como os de parafuso,
peneira, cesto ou rolo comumente utilizados em indstrias farmacéuticas'®, mas sim
de forma manual. O emprego da extrusdo manual dos pds se deu pela
indisponibilidade de equipamentos adequados para granulagéo e para a obtencao de
pellets por extrusao-esferonizagao (sendo esta ultima a ideia inicial do trabalho).

Ainda, um importante comparativo esta no tempo utilizado para a secagem dos
granulos em estufa, onde foi estabelecido o tempo de 6 h para a secagem, o que
acarretou na eliminagao de 80% da quantidade inicial de agua (13% de agua’h) sendo
mais rapido que a secagem realizada por Tan et al.'% que produziram granulos de
acetominofeno e estufa a 40°C por 16 h (1% agua/h) e a obtida por Keleb et al.''® com
granulos de lactose monohidratada secos em estufa a 25°C por 20h (5% de agua/h)
provavelmente mais rapido pela maior temperatura empregada. Ao passo que a
secagem em dessecador a 25°C levou 168 h para retirada de 95% da agua original
(0,6% de agua/hora), sendo mais lenta que a secagem realizada por Keleb et al.
(previamente citado), ainda que a temperatura tenha sido a mesma deste autor.
Provavelmente a perda mais lenta de agua observada pela técnica do dessecador se
deu pela presenca da celulose microcristalina que apresenta propriedades
higroscépicas, pois consegue reter uma quantidade maior de agua devido a sua alta
porosidade e superficie de contato.!!

(A) (B)

Figura 6. Granulos obtidos por granulagao via umida, secos em estufa (A) e dessecador (B)



41

Figura 7. Aspecto dos granulos observados em microscopia éptica em aumento de 40x

Observa-se através da microscopia Optica a presencga dos cristais dos materiais
de parede utilizados.

Na sequéncia, os granulos obtidos por ambas as técnicas de secagem (Figura
6 A e B) foram divididos em dois lotes; um foi usado para preencher capsulas de
gelatina dura acondicionadas em frasco plastico com tampa e designada por Lote tipo
“Capsulas”, e outro armazenado em frasco plastico com tampa designado Lote tipo

“Granel”’. Ambos foram empregados no estudo de estabilidade.
5.3. Secagem por spray-drying (microencapsulacao)

Para esta etapa foram usados 3,6 L da formulacdo (14% de sélidos totais),
submetidas a atomizagao, em porgdes de 0,9 L. Cada processamento levou cerca de
3 h e 0 material de todas as por¢des foi reunido e misturado no final.

Figura 8. Microparticulas produzidas por spray-drying
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Figura 9. Aspecto do pd seco por spray-drying em microscopia optica em aumento de 40x

O material produzido via spray-drying apresenta-se em formato circular e com
tamanho inferior quando comparado com o material granulado na microscopia optica.

O rendimento massico global em spray-drying foi de 73% e condiz com
resultados de Parris et al®® (de 70%) que produziram microcapsulas com oéleo
essencial e zeina, sendo maior que o valor obtido por Asensio et al.’® que obtiveram
56% de rendimento empregando 6leo essencial de orégano e hidroximetilpropil
celulose. Esta comparacao entre resultados pode também ser realizada apenas com
o pé recolhido no copo coletor e assim sendo o resultado aqui obtido seria mais similar
ao de Asensio et al.’® do que Parris et al%? porém os autores ndo informam se
segregaram ou nao as particulas produzidas. Uma vez que o pé na camara de
secagem fica exposto por mais tempo a temperatura ajustada, justifica-se aqui a
separacado dos pos obtidos nas porcdes processadas, o que poderia prejudicar a
retencdo dos 6leos essenciais pelas microparticulas devido a sua volatilidade. °

As microparticulas, recolhidas do copo coletor, foram entdo separadas em duas
partes: uma foi usada para preenchimento de capsulas de gelatina dura e
acondicionadas em frasco plastico com tampa (Lote tipo “Cépsulas”), e outra
armazenada em frasco plastico com tampa (Lote tipo “Granel”) para realizacao dos
testes de estabilidade.

O pé obtido nesta etapa, assim como na produgao por granulagao via umida,
apresentou coloragao branca e odor tipico dos 6leos empregados, porém se mostrou
menos aglomerado (figura 8).

Comparando a producdo de granulos secos pelas técnicas de estufa e
dessecador com o spray-drying, notou-se diferenca de tempo para a remog¢ao da
agua, visto que este ultimo demorou 3 h por porcéao, e resultou em uma perda de 97%
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da agua presente inicialmente (8% de agua/h). Vale ressaltar que esta ultima técnica
se mostra mais interessante por ser facilmente passivel de scale up’ ”® quando
comparado a secagem em estufa, pois ao aumentarem-se as escalas dos testes
preliminares para os testes finais (10 x mais), esta técnica foi a que menos apresentou
desafios na mudanca de escala, necessitando apenas de processamento em por¢des
ja que o volume nao era compativel com um equipamento de bancada como o que foi
utilizado.

5.4. Teste Granulométrico

O tamanho de particula apresenta grande influéncia em diversos aspectos dos
pds farmacéuticos como na escoabilidade, compressibilidade, densidade, porosidade,
além de ter grande influéncia na etapa de liberagdo de insumos farmacéuticos ativos,
principalmente quando referente aos de baixa solubilidade em meio aquoso o que faz
com que a determinacao do seu tamanho de particula médio acabe sendo de grande
importancia para sua viabilizagdo como medicamento. Sendo assim, os granulos e
microparticulas empregados neste trabalho foram sujeitos a uma andlise branda de
determinagao de tamanho de particula para comparar tal parametro.10:112

Os granulos obtidos por granulacdo por via Umida e secos por estufa e
dessecador apresentaram no tempo inicial um tamanho médio entre 300 e 600 um (77
e 74% de rendimento massico, respectivamente). Este resultado condiz com o
tamanho médio obtido por Keleb et al.''°, que obtiveram a maioria de seus granulos
entre 250 e 1000 um, e também estda de acordo com métodos de granulagéao
consolidados de high shear wet granulation e de leito fluidizado, que segundo Suresh
et al.'% variam de 100 a 800 pm.

As microparticulas produzidas por spray-drying apresentaram 92% de sua
massa em tamanho menor que 250 um, o que condiz com dados de Fernandes et al.
gue obtiveram valores de 13 um ao encapsular 6leo essencial de Alecrim''? de
Garcia®® ao obter tamanho médio de 30 pm para 6leo essencial de manjericao
utilizando como material de parede goma arébica, maltodextrina, proteina isolada de
soja e concentrado proteico de leite, assim como de acordo com a faixa de valores
apresentada por Favaro-Trindade et al®” de 5 a 150 pum para microparticulas
provenientes do processo de spray-drying. E importante ressaltar que o teste
granulométrico aqui empregado se trata de um método pouco especifico, classificando
o tamanho por faixas muito abrangentes. A escolha desta metodologia se deu pela
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disponibilidade do equipamento de granulometria no CPQBA-UNICAMP, e pela
impossibilidade de realizagdo de um teste mais apropriado por meio terceirizado.
Ainda assim este teste foi realizado por demonstrar a diferenca resultante entre os
processos de granulagdo por via umida e spray-drying.

Os valores de tamanho médio de particulas estdo expostos na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados tamanho médio de particulas por teste de granulagéo - tempo inicial

Tamanho do tamis (um) Estufa (%) Dessecador (%)  Spray-drying (%)

850 0.28 +0.17 0.13 +0.01 4.67 +2.143
600 60.74 + 1.60 59.53 +1.36 0.98 +0.41

300 17.64 +0.33 15.56 + 0.52 1.42 +0.47
250 2.13+0.12 1.24 +0.16 0.58 £0.10
<250 19.20 £2.09 23.55 £0.95 92.35 +3.04

Valores sublinhados indicam a maior porcentagem de tamanho de cada tratamento.

Ao se observar a distribuicao de tamanho médio dos granulos e pds obtidos por
teste de granulometria, foi possivel classifica-los de acordo com o conceito da
Farmacopeia Brasileira, que divide as particulas em: pé grosso (passam pelo tamis de
1700 um, e no maximo 40% pelo tamis 355 um), p6 moderadamente grosso (passam
pelo tamis de malha 710 pm, e no maximo 40% pelo tamis de 250 um), pé semi-fino
(passam pelo tamis 355 pm, e no maximo 40% pelo tamis 180 pum), po fino (passam
pelo tamis de malha 180 um) e pé finissimo (passam pelo tamis 125 um). Sendo assim
os granulos foram classificados como “p6 moderadamente grosso”, e as particulas
obtidas por spray-drying, devido a indisponibilidade de tamises com malhas mais finas
que 250 uym apresenta classificagéo entre “p6 semi-fino” e “po finissimo”.

Apébs estocagem dos p6s denominados “Granel”, os granulados secos em
estufa apresentaram 71% (30 dias) e 76% (60 dias) de sua distribuicdo de tamanho
entre 300 e 600 um e os granulados secos em dessecador 74% (30 dias) e 79% (60
dias) (Tabela 5). Nas microparticulas os valores de rendimento massico e tamanho
permaneceram abaixo de 250 um com o decorrer do tempo.
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Tabela 5. Tamanho médio das particulas obtidos no teste granulométrico com o decorrer do

tempo
Faixa granulométrica (um)
Método de secagem Inicial 30 dias 60 dias
Estufa 300-600 300-600 300-600
Dessecador 300-600 300-600 300-600
Spray-drying <250 <250 <250

A grande diferenca de tamanho dos granulos em relagéo as microparticulas foi
propositalmente escolhida objetivando a comparacdo deste fator nos quesitos de
estabilidade dos 6leos essenciais empregados pois sabe-se que, por mais que a
técnica de spray-drying seja bem consolidada no meio farmacéutico, suas particulas
menores tendem a sofrer maior degradacao quando comparadas a particulas maiores,
devido a sua maior area superficial, 0 que expbde o0s 6leos essenciais a maiores
influéncias do meio externo, que nas condi¢cdes utilizadas no teste de estabilidade
apresenta temperatura relativamente maior (40°C) que a ambiente (~25°C),
suscetibilizando-os a degradacao térmica, e valores elevados de umidade relativa
(75%), permitindo reagdes hidroliticas.> 114115

Na Tabela 5, notou-se que os granulos com 30 e 60 dias, tanto os secos em
estufa como em dessecador, mantiveram seu tamanho inicial. O que demonstra
parcialmente a resisténcia dos granulos produzidos, uma vez que a granulometria por
tamisacado tem como desvantagem a erosao de particulas ao decorrer do teste por
utilizar de agitacao vigorosa, como observado por Silva et al."'® ao comparar diversas
técnicas de determinacdo de tamanho de particula. Tal fator afeta diretamente os
granulos maiores como os da secagem em estufa e dessecador, mas nao prejudica
as microparticulas uma vez que seu tamanho inicial ja € o minimo dentre os
estudados_115,116,117,118

Observou-se ainda que, a agua exerceu importante fungdo de aglutinante do
sistema, ja que cria pontes solidas entre as particulas e consequentemente aumenta
a forgca dos granulos.'"®

Nesta parte do trabalho nao se consideraram os granulos e pds acondicionados

em capsulas gelatinosas duras, uma vez que para o preenchimento destas foi
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requerido a prensagem mecanica dos ingredientes, implicando na diminuicdo do

tamanho das particulas.

5.5. Densidade aparente e compactada

Inicialmente as densidades aparente e compactada dos diferentes tratamentos
foram de 0,34 e 0,47 g/cm?®para os granulos secos em estufa, 0,40 e 0,41 g/cm? para
os granulos secos em dessecador e 0,28 e 0,54 g/cm? para as microparticulas obtidas
por spray-drying.

Notou-se uma maior variagdo estatistica entre os resultados quando se
tratando dos granulos secos por ambos 0s métodos do que nos valores de densidade
das microparticulas secas por spray-drying. Isso pode ocorrer pelo maior tamanho dos
granulos quando comparados as particulas, uma vez que um grande tamanho de
particula prejudica o empacotamento de um p6.10- 34

Para finalidades mais especificas de escoamento e coesividade dos poés e
granulos, que sao fatores importantes em escala industrial, optou-se por determinar o
indice de Carr e o fator de Hausner. O indice de Carr determina valores de
escoabilidade dos pds e granulos através dos valores de densidade aparente e
compactada das particulas, e os classifica como sendo “muito boa” (<15), “boa” (15-
20), “aceitavel” (20-35), “ruim” (35-45) e “muito ruim” (>45). Ja o fator de Hausner
determina a coesividade dos pds e granulos utilizando estes mesmos dois parametros,
e as classifica como sendo “baixa” (<1,2), “intermediaria” (1,2-1,4) ou “alta” (>1,4). Os

resultados estdo expostos na Tabela 6.
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Tabela 6. Média das densidades aparente e compactada, indice de Carr e Fator de Hausner
dos granulos e pos

Tratamento Da D¢ IC FH
Estufa — Inicial 0,342 0,47b4f 28 1,4
Estufa 30 dias — Granel 0,35b¢ 0,552 36 1,6
Estufa 60 dias — Granel 0,300 0,490.91 39 1,6
Estufa 30 dias — Capsulas 0,352 0,53P¢ 34 1,5
Estufa 60 dias — Capsulas 0,33ab 0,50°de 34 1,5
Dessecador — Inicial 0,402 0,41b¢ 2 1,0
Dessecador 30 dias — Granel 0,350 0,37Pd 5 1,1
Dessecador 60 dias — Granel 0,38P¢ 0,40P¢ 5 1,1
Dessecador 30 dias - Capsulas 0,392 0,482 19 1,2
Dessecador 60 dias - Capsulas 0,372 0,492 24 1,3
Spray-drying — Inicial 0,282 0,542 48 1,9
Spray-drying 30 dias — Granel 0,250 0,51 51 2,0
Spray-drying 60 dais — Granel 0,26°¢ 0,532 51 2,0
Spray-drying 30 dias — Capsulas 0,262 0,522 50 2,0
Spray-drying 60 dias - Capsulas 0,262 0,532 51 2,0

Da: Densidade aparente; D¢: Densidade compactada; IC: Indice de Carr; FH: Fator de Hausner.
Liberacdo. Valores com a mesma letra na mesma coluna para cada tratamento indicam semelhanca

estatistica entre as amostras baseadas em teste de Tukey

Observou-se que os valores de IC classificados como “muito bons” foram
somente observados nos granulos secos em dessecador, € no decorrer dos meses
somente o tipo Granel manteve tais propriedades, tornando-o um granulo de elevada
escoabilidade o que indica que o formato dos granulos obtidos em dessecador podem
ter sido mais esféricos que os granulos secos em estufa'??, além de indicar
indiretamente a interferéncia da agua presente nos granulos'?!, sendo que valores
elevados de agua diminuem a escoabilidade. A vantagem na elevada escoabilidade
de um p6 ou granulo esta na facilidade de transporte e manejo, assim como melhor
desempenho em equipamentos como compressores e enchedores de capsulas’??,

Os valores obtidos pela secagem em estufa permaneceram entre “aceitavel” e
“ruim”, ja os secos em spray-drying foram todos classificados como “muito ruim”. Estes
valores podem ser explicados também ao utilizar-se o fator de Hausner, pois, uma vez

gue este se encontra alto significa que o pé é altamente coesivo e menos apto a fluir
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livremente, como observado no caso dos pOs secos por spray-drying. Péds
classificados desta maneira apresentarao dificuldade de aplicagdo em alimentadores
e tubulacgdes, porém, o fator de coesao elevado indica que tais particulas podem ser
mais compactadas no enchimento de capsulas (podendo inclusive alterar a dosagem
de componente ativo empregado) ou também viabilizadas na producdo de
comprimidos com maior facilidade, ainda que sejam necessarios ajustes para adquirir
uma coesao e fluxos intermedidrios no caso das particulas secas por spray-drying. E
valido ressaltar que a diferenca de viabilizacdo destas particulas em capsulas duras
ou comprimidos é um fator que alteraria significativamente os parametros de liberagao
in vitro e estabilidade dos produtos empregados20-121.122,

Ao comparar os resultados entre os granulos, pode-se justificar o aumento da
coesividade dos secos em estufa pela alta umidade presente nestes, o que € um fator
determinante na coesividade.'?"'23 J4 os elevados valores de FH e IC do pé obtido
por spray-drying, quando comparados com os valores obtidos nos granulos secos em
dessecador, podem ser explicados pelo seu inferior tamanho de particula (< 250 um),
como pdde ser observado por Turchiuli et al.'?*, que obtiveram valores decrescentes
de IC ao comparar pds secos por spray-drying com tamanho de 32 um (IC = 44) e 190
um (IC = 27).

5.6. Liberacao in vitro
O teste de liberacdo in vitro determina a quantidade de insumo farmacéutico

ativo que permanece estavel em condicoes fisioldégicas e a quantificagdo deste em
conhecido periodo de tempo®. Eles constituem significativo meio de caracterizagdo da
qualidade biofarmacéutica de uma forma farmacéutica solida oral, e possibilitam o
controle de qualidade farmacéutica e o estabelecimento de correlagdes com os dados
obtidos in vivo.125126.127,128

Os perfis de liberagdo in vitro dos diferentes tratamentos em relagéo ao tempo
estdo apresentados a seguir na Figura 10. Os perfis de cada tratamento separadamente
no decorrer dos meses estdo apresentados nas figuras 11, 12 e 13. Cada coleta de
amostra de 5 mL realizada foi reposta com 5 mL de meio, diluindo a concentracdo inicial
a cada coleta. Sendo assim, os valores expostos na figura equivalem a somatéria da
concentracdo obtida em cada coleta com intuito de simular o processo fisiologico
gastrico, onde cada quantidade liberada serd cumulativa. Os eixos dizem respeito a
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Figura 13. Liberacdo cumulativa in vitro do éleo essencial do tratamento por spray-drying.

Pode se observar que as particulas produzidas por spray-drying obtiveram
maior taxa de liberacdo de 6leo essencial quando comparadas aos granulos. O
tamanho das microparticulas foi menor que o dos granulos, como evidenciado nos
testes de granulometria, e tal fator afeta diretamente a liberagédo in vitro pois seu
tamanho reduzido de particula permite maior penetracdo do meio simulado
empregado, disponibilizando assim uma maior taxa de liberagéo.3! 7°

Ainda com relacdo as amostras do spray-dryer, observou-se que a
porcentagem liberada aumentou com os meses de estocagem. Isso ocorreu, pois, a

quantidade total de 6leo presente na formulacao diminuiu a cada més (como sera visto
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em Extragdo de Oleo essencial a partir das formulagdes), mas a quantidade liberada
permaneceu igual, fazendo com que a porcentagem de liberacdo em relagéo ao total
aumentasse. Os resultados obtidos foram comparaveis aos de Dash et al.'®, que
obteve cerca de 20% de liberacao de aspirina em 1 h utilizando microcapsulas de etil
celulose e acetato de celulose, e também comparaveis aos de Dima et al.'™® ao
obterem liberagédo de 6leo essencial de Coriandrum sativum L proxima a 20% para
microcapsulas de Alginato e quitosana em meio acido em 1h. Tais valores de liberacéao
podem ainda ser indicativos de uma elevada quantidade de éleo superficial da
formulagcéo obtida por spray-drying no decorrer dos meses que, segundo Wang et
al.?%, auxilia 0 aumento da porcentagem liberada.

Nos granulos obtidos por ambas as técnicas de secagem observou-se a
diminui¢cdo da quantidade liberada de acordo com a diminuigéo da quantidade de 6leo
total presente nestes no decorrer dos meses.

A elevada porcentagem de agua presente nos granulos secos em estufa podem
explicar sua liberagcdo mais acentuada quando comparada aos resultados com a
secagem em dessecador, uma vez que a afinidade amostra-solvente (dgua presente
dos granulos - 4gua no liquido do ensaio de liberagéo in vitro) é fator de influéncia em
tal aspecto, como demonstrado por Loss et al.®’

Estes testes foram realizados limitando-se o tempo final a 1h, pois levou-se em
consideragdo o tempo de motilidade gastrica para liberagdo dos 6leos essenciais.?
Na hip6tese de uma aplicagdo como antiulcerativo, a formulagdo de spray-drying
proposta neste estudo, seria a mais indicada por liberar maior porcentagem de 6leo
essencial no local de agéo (estdbmago)'3! em relacdo as demais. Porém, se o objetivo
fosse acao terapéutica que necessite de absorcao intestinal destes 6leos, as mais
adequadas seriam as formulagdes de granulos, pois ndo liberam a maior parte de seu
conteudo em meio acido, o que permite a passagem de maiores quantidades de éleo
essencial para o intestino'32. Entretanto vale ressaltar que diversos fatores influenciam
na distribuicdo e absorcdo dos farmacos (pKa, solubilidade, efeitos de
metabolismo)'33, e tais fatores ndo foram estudados para os 6leos essenciais aqui

empregados.
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5.7. Extracao do 6leo essencial total a partir das formulacoes

As amostras oriundas dos processos produtivos (granulagado e spray-drying)
foram submetidas a hidrodestilacao para a extracdo da mistura de éleos essenciais
das espécies objetivando a quantificagdo do Oleo total retido pelas formulacées, e
posterior andlise cromatografica por CG-EM para determinar se o processamento
alterou o perfil cromatografico destes 6leos. As amostras incluem os granulados secos
através da utilizacao de estufa a 65 °C por 6 h, granulados secos através da utilizacao
de dessecador com silica-gel a 25 °C por 168 h e 0 pé micro encapsulado através do
processo de spray-drying a 120 °C por 12 h. Os resultados estao apresentados na
Tabela 7.

(%)
Tratamento ] ]
Oleo tedrico Oleo recuperado Rendimento
Estufa TO 7,0 3,2 45,5+ 3,6
Dessecador TO 7,0 3,2 45,5+0,9
Spray-drying TO 7,0 0,9 12,1 +£0,6

Tabela 7. Comparacado das porcentagens de 6leo essencial total extraido a partir dos

diferentes tratamentos de secagem, no tempo inicial.

Porcentagem de 6leo essencial (%)*

Tratamento Tempo inicial 30 dias 60 dias

Estufa 3,22 2,72 1,90

Céapsulas Dessecador 3,22 2,6° 2,4b

Spray-drying 0,92 0,4° 0,4°

Estufa 3,22 1,2° 0,8°

Granel Dessecador 3,22 1,20¢ 0,704

Spray-drying 0,92 0,1b 0,1b
Tabela 8. Porcentagens de 6leos essenciais retidos pelos granulos e microparticulas no
decorrer dos meses.

Valores com a mesma letra na mesma linha para cada tratamento indicam semelhanca estatistica entre
as amostras baseadas em teste de Tukey.
*: Porcentagem de 6leo em relagdo a massa de cada formulagao
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As capsulas duras contendo os granulos e microparticulas foram submetidas a
extracao apos o periodo de 30 e 60 dias. As formulagdes secas por estufa e
dessecador tiveram uma queda de 0,5% (estufa) e 0,6% (dessecador), e a formulacao
obtida por spray-drying teve uma queda de 0,5% para o periodo de 30 dias. Estes
valores passaram para 1,3% nos granulos secos em estufa, 0,8% para os granulos
secos em dessecador e se mantiveram constantes para as particulas obtidas por
spray-drying em 60 dias.

As amostras acondicionadas sem o envoltério de capsula dura denominadas
“granel” resultaram em concentragdes de 6leo essencial inferiores aos acondicionados
em capsula, e tiveram perda de 2% nas formulagdes de estufa e dessecador, e uma
perda de 0,7% nas obtidas por spray-drying, todas com relacao a coleta 30 dias. Apds
60 dias estes valores decairam em mais 0,4% no tratamento em estufa, 0,5% no
tratamento em dessecador e 0,06% no processamento por spray-drying. Estes dados
estdo expostos na Tabela 8 e representados na Figura 14.

% de 6leo essencial
N

\ e

0

T0 T30 T60
—@=—[stufa - Granel == Dessecador - Granel =f=Spray-drying - Granel
Estufa - Capsulas Dessecador - Capsulas Spray-drying - Capsulas

Figura 14. Porcentagem de éleo essencial recuperado em cada formulagédo com o decorrer
dos meses

Os resultados obtidos da extracdo das amostras por hidrodestilagdo
demonstraram que o0s processamentos empregados na producdo dos granulados,
bem como das microparticulas, permitiram a retencado parcial do 6leo essencial
empregado. A recuperagdo dos 6leos a partir dos granulos se mostrou satisfatoria
guando comparado aos resultados de Dairiki et al.'** que propuseram a incorporagao
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de Oleos essenciais em ragao para peixes, e obtiveram uma recuperagdo maxima de
25% do 6leo aplicado. Porém nado foram encontrados mais dados em literatura para
comparacao dos resultados.

Também se observou que, por mais que os métodos de secagem tenham sido
diferentes, as quantidades retidas permaneceram semelhantes no decorrer dos
meses, mostrando a influéncia ndo sé da temperatura, mas também do tempo de
processamento necessario para trabalhar com este tipo de material volatil e delicado
como um 6leo essencial.?

Ja no spray-drying notou-se grande perda de 6leo essencial na produc¢ao das
microparticulas, apresentando rendimento muito inferior ao encontrado em literatura
como de Souza et al. %% com recuperagéo de 60 a 80% de dleo essencial de Lippia
sidoides em microparticulas de maltodextrina e de Garcia® com valores de retengéo
de 68 a 90% de oOleo essencial de alecrim em microcapsulas de goma arabica e
maltodextrina.

Esta ocorréncia pode ser explicada pelo baixo valor de soélidos (14%)
empregado neste trabalho, que de acordo com a literatura 728 acarretam em perdas
devido a caréncia de material de parede para reter os 6leos essenciais presentes,
resultando em expulsdo do material de recheio. Outro fator indispensavel esta na
composi¢do da parede das microparticulas: a escolha dos excipientes se deu pela
facilidade de aplicacdo para granulacdo, porém sao dificiimente utilizados para a
producdo de microparticulas. Isso demonstra a complexidade de transposicdo dos
métodos de secagem diferentes utilizando os mesmos materiais.'3¢

Percebe-se ainda que a quantidade de Oleo retida nas formulagdes contidas em
capsulas gelatinosas duras foi maior. Tal ocorréncia se deu pelo fato das capsulas
gelatinosa duras promoverem uma segunda barreira além da protecdo ocasionada
pela granulagdo e atomizacdo, resultando em uma melhor protecdo dos Odleos
essenciais e indicando a importancia desta forma farmacéutica na protecdo de
compostos sensiveis.?! Nas formulagdes mantidas em lote “Granel” as perdas de 6leo
essencial possivelmente se deram pela maior superficie de contato entre os pos e o
ar mantido nos frascos plasticos, permitindo maior evaporagao e perdas do que as

mantidas nas céapsulas gelatinosas, as quais apresentam menor volume de ar.''®



55

5.8. Quantificagao do a-pineno, trans-cariofileno e a-humuleno por CG-
EM

Curvas analiticas obtidas com os padrdes a-pineno, trans-cariofileno e a-
humuleno foram construidas para a quantificacdo dos analitos presentes nas
amostras. A curva de calibracao esta exposta na Figura 15, a férmula obtida pela curva
de calibracao e valores de R? estdo expostos na Tabela 9.

O 6leo essencial de Erva-baleeira e de Macela misturados em partes iguais foi
injetado como referéncia. As porcentagens dos analitos presentes nas amostras estao
apresentadas na Tabela 10, para as particulas mantidas em lote tipo “Capsulas”, e na

Tabela 11 para as mantidas em lote tipo “Granel”.

a-pineno Trans-cariofileno a-humuleno
o 20007 2,00E+07 4,00E+07
] [e]
£2,00E+07 2 1 50E+07 2 3,00E+07
o 1,50E+07 py py
21,00E+07 g 1,00E+07 : 2,00E+07
\$5,00E+06 :’EJ 5,00E+06 &-‘ 1,00E+07
0,00E+00 *———— 0,00E+00 0,00E+00
0 1000 0 500 0 500
Concentracao (ug/mL) Concentracao (ug/mL) Concentracao (pg/mL)

Figura 15. Curvas de calibracdo dos analitos a-pineno, trans-cariofileno e a-humuleno.

Tabela 9. Equacdes da reta e valores de R2 obtidos para cada curva de calibragéo a partir dos
padrbes

Analito Equacao R?
a-pineno Y=27693x + 409510 0,996
Trans-cariofileno Y=37636x - 556854 0,999
a-humuleno Y=68599x - 701730 0,999
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Tabela 10. Quantificagdo dos analitos nos diferentes métodos de secagem em tempo inicial,

30 e 60 dias — Lote Capsulas

concentracao %

Tratamentos a-pineno trans-cariofileno  a-humuleno

Estufa TO 0.06 + 0.01 25.082 + 1,90 11.81° £ 0.61
Estufa T30 <LD 8,6°+1,3 7,32+£0,9
Estufa T60 <LD 6,9°+0,6 3,2°+0,4

Dessecador TO <LD 22.482 + 0.90 10.692 £ 0.30
Dessecador T30 <LD 10,23+ 0,2 9,742+0,4
Dessecador T60 <LD 8,3*+3,9 52°+238

Spray-drying TO 1.31 £ 0.04 20.652 +0.83 10.32 £ 0.54
Spray-drying T30 <LD 5,45+ 0,9 4,25°+0,9
Spray-drying T60 <LD 58°+28 4,3°+27
Mistura de 6leos essenciais (1:1). 71,82 £ 10,20 20,392 + 0,30 8,562 + 0,1

LD 0.014 0.008 0.002

Valores com a mesma letra na mesma coluna indicam semelhanca estatistica entre as amostras
abordadas com a mistura de 6leos essenciais, através de teste de Dunnett.

Tabela 11. Quantificagcdo dos analitos nos diferentes métodos de secagem em tempo inicial,
30 e 60 dias — Lote Granel

concentracao %

Tratamentos a-pineno trans-cariofileno  a-humuleno

Estufa TO 0.06 + 0.01 25.082+1,90 11.81°+0.61
Estufa T30 <LD 7,3+ 1,1 7,82 +1,1
Estufa T60 <LD 5,6°+0,3 1,4+ 0,6

Dessecador TO <LD 22.482+0.90 10.692+ 0.30
Dessecador T30 <LD 4,6°+0,4 3,1°+0,3
Dessecador T60 <LD 4,1°+1,3 2,17+ 0,1

Spray-drying TO 1.31+0.04  20.65°+0.83  10.3°+0.54
Spray-drying T30 < LD 22°+0,7 1,6°+0,4
Spray-drying T60 <LD 0,4° + 0,1 0,2°+0,1
Mistura de 6leos essenciais (1:1). 71,82+10,20 20,392 £ 0,30 8,562 + 0,1

LD 0.014 0.008 0.002

Valores com a mesma letra na mesma coluna indicam semelhanga estatistica entre as amostras

abordadas com a mistura de 6leos essenciais, através de teste de Dunnett.



57

Ao se comparar o valor de a-pineno presente na mistura 1:1 dos Oleos,
observou-se que a porcentagem obtida de ~72% foi maior que os valores obtidos em
literatura para ambas espécies, sendo 29%'3 a 45%'37 para Varronia verbenacea e
26%'3® a 36%*® para Achyrocline satureoides. Esta parte do trabalho nao sera aqui
discutida pois faz parte de projeto anterior.

O a-pineno, pelo fato de ser um monoterpeno, apresenta-se como 0 composto
de menor tempo de retengcdo em ambos os bleos essenciais empregados e com
volatilidade mais elevada em relacdo aos outros analitos, 0 que o suscetibiliza a
maiores perdas quando exposto a temperaturas elevadas, a presenca de oxigénio e
luz213°. Devido a isso, observou-se nos resultados obtidos por cromatografia gasosa
que uma quantidade muito pequena deste analito foi retida nas formulacbes
empregadas, e ainda que tal quantia s6 péde ser observada no tempo inicial das
formulagcbes secas em estufa e por spray-drying. A presenca de calor nestes dois
processos pode ter degradado tal molécula, e o elevado tempo de residéncia quando
se referindo a secagem em dessecador pode ter sido o suficiente para que toda
quantidade de a-pineno tenha se esgotado ao final do processo. Entretanto, o
potencial terapéutico dos 6leos essenciais empregados n&o reside somente no a-
pineno, ressaltando a importancia dos outros compostos estudados que puderam ser
observados no decorrer do trabalho.

Os 6bleos essenciais em mistura injetados apresentaram valores de trans-
cariofileno e a-humuleno condizentes com 0s compostos presentes na espécie
Achyrocline satureoides obtidos por Baldissera et al.*® de 25% de trans-cariofileno, e
3,27% de a-humuleno, pelos resultados de Amaral et al'®® de 27% e 9%,
respectivamente para os mesmos analitos. Ja na caracterizacdo da Varronia
verbenacea tais valores foram de 3,4% em média para trans-cariofileno, e 1,6% em
média para a-humuleno quando se utilizando de diversos métodos extrativos obtidos
por Michielin et al.'¥. Em trabalho realizado por Santos et al.'®” os valores destes
analitos obtidos ao se estudar 6leo essencial de Varronia verbenacea extraidos por
arraste de vapor foram de 20% para o trans-cariofileno, e 4% para a-humuleno. Um
ponto importante a ser lembrado na utilizagdo de produtos de origem vegetal esta em
sua variagao da composicao dos extratos e 6leos essenciais presentes nas espécies,
0s quais estdo sujeitos a mudancas qualitativas e quantitativas, sendo influenciados
por tipo de nutriente no solo, época de colheita, frequéncia pluviométrica do ambiente,
temperatura e clima, tempo entre colheita e extracdo e a variabilidade genética de
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cada espécie, tornando a comparagdo da composi¢cao dos 6leos essenciais menos
rigida quando se deparando com misturas quimicas de menor complexidade e assim
sendo muitas vezes deparamos com extratos e 6leos sem padronizagdo.?

Referindo-se aos granulos e microparticulas, notou-se que nos resultados
obtidos inicialmente as quantidades presentes de trans-cariofileno se encontraram
estatisticamente semelhantes em todas as formulagées (segundo teste de Dunnett) e
as quantidades de a-humuleno foram diferentes para a quantidade inicial da
formulagédo seca em estufa.

Ainda que todo a-pineno dos Oleos empregados tenha sido perdido nos
processamentos, a atividade terapéutica destas formulacbes ndo ficou
completamente comprometida, pois sabe-se do elevado potencial antinociceptivo do
Trans-cariofileno, como estudado por Paula-Ferie et al.'*!, além de sua capacidade
anti-inflamatéria comprovada por Medeiros et al.'#? utilizando este composto em
analise de edema de pata induzido em camundongos. Ainda, vale ressaltar a
importancia do a-humuleno presente nas formulagdes, pois trata-se de um composto
com reconhecida agao anti-inflamatéria, como comprovada por Rogerio et al.'*3 e por
ser o marcador quimico de um medicamento ja consolidado no mercado, o Acheflan®.
Além disso pode-se ressaltar a agdo conjunta destes dois compostos contra células
tumorais humanas e em animais, como estudado por el Hadri et al.'*4, e pronunciada
atividade anti-inflamatéria, como estudado por Medeiros et al.’? o que sugere que tais
compostos exercam funcoes sinérgicas.

Referente as formulagées empregadas para a retengéo dos 6leos, percebeu-se
que, no decorrer dos meses, houve perda elevada dos valores de analito estudados.
Diversos parametros podem afetar tal quesito, como a elevada quantidade de celulose
microcristalina no sistema que, como explicado por Garcia et al8 ao abordar
particulas compostas por moléculas altamente hidrofébicas, resultou em expulséo dos
compostos da formulag&o. Talvez a utilizagdo de taxas mais elevadas de compostos
hidrofilicos como a lactose pudesse resultar em uma maior taxa de retengao de 6leos.

Comumente, em experimentos abordando o wuso de spray-drying,
pesquisadores utilizam outros materiais de parede, como a maltodextrina e a goma
arabica, por apresentarem resultados 6timos para a aplicacdo em encapsulacao de
6leos essenciais.?”8 Neste trabalho, porém, optou-se por utilizar os excipientes
lactose e celulose cristalina objetivando a comparacao das técnicas de secagem.
Neste ponto pode-se ressaltar a grande versatilidade de uso da técnica de spray-
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drying, pois permitiu a aplicacdo uma mesma formulagdo usada para produgédo de
granulos sem grandes dificuldades. Porém observou-se que sao necessarios ajustes
em todas as formulacdes para que as quantidades de analito, assim como a
estabilidade das particulas como um todo (umidade, tamanho de particula,
coesividade e escoabilidade) se mantenham inalteradas com o decorrer do tempo.

Paralelamente, foi realizada uma estimativa dos analitos a-humuleno, trans-
cariofileno e a-pineno para o teste de liberacdo in vitro, com a finalidade de
compreender a liberagdo dos analitos nesta etapa.

Tabela 12. Quantidade total dos analitos a-humuleno e trans-cariofileno inicial, ap6s 30 e 60
dias em g, estimada pelos testes por CG/EM, no teste de liberacao in vitro

Analito* Secagem Inicial 30dias 60dias Decréscimo (%)**
Estufa 317 42 19 94
Trans-cariofileno Dessecador 246 88 29 88
Spray-drying 163 25 2 99
Estufa 133 45 36 66
a-humuleno Dessecador 117 84 15 87
Spray-drying 81 20 1 99

* 0 composto a-pineno foi avaliado, porém esteve abaixo do LD em todas as determinacdes
** decréscimo obtido apenas em relacdo ao tempo 60 dias (inicial/final)

Em relacdo a Tabela 12, ainda que a formulacdo de spray-drying tenha
propiciado maior porcentagem de liberacao de éleo essencial em relacdo a quantidade
inicial de 6leo, a quantidade de ativos liberada por ela ndo superou a porcentagem de
liberagdo dos granulos.

Notou-se também grande decaimento dos valores entre as coletas, que também
foi drastico quando comparado ao valor inicial. Para a finalidade da clinica médica,
este aspecto é insatisfatorio, pois acometeria em grande erro na dosagem do
medicamento, tornando indispensavel novo estudo das formulagbes para que se elas

se tornassem mais viaveis.8°

5.9. Determinacao da umidade residual das formulacoes pelo método de
Karl Fischer
A presenca de agua em formulagbes farmacéuticas esta diretamente

relacionada com seu nivel de degradacao: altos niveis podem acelerar gravemente a
quantidade de reacdes de hidrélise, além de propiciar o produto a contaminacées
microbiolégicas. Porém as quantidades de agua nado podem ser completamente
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retiradas destes produtos, pois em niveis aceitaveis desempenham papel importante
de coesdo entre particulas e na friabilidade do produto.'s

A umidade residual média da formulacao obtida por granulacdo por via umida
foi de 18,77% + 0,17 (granulos secos em estufa), 5,01% + 0,09 (granulos secos em
dessecador), 3,92% + 0,09 (spray-drying), inicialmente.

Para as particulas acondicionadas em “Capsulas”, os valores de umidade dos
granulos e microparticulas foram de 6,51% para os granulos secos em estufa, 5,7%
para os secos em dessecador e 4,38% para 0s secos por spray-drying apds 30 dias.
No periodo de 60 dias estes valores foram para 5,35% para a estufa, 6,42% para o
dessecador e 5,25% para o spray-drying.

Para as particulas armazenadas em lote “Granel”’, a umidade residual dos
granulos e microcapsulas a granel armazenados foi de 22,7% para os granulos secos
por estufa, 4,78% para os secos em dessecador e 3,42% para 0S Secos por spray-
drying em 30 dias. Apos 60 dias tais valores decairam para 17,9% nas amostras secas
em estufa, 5,7% nas secas em dessecador e 3,4% processadas por spray-drying. Os
dados estdo expostos na Tabela 13.

Para a maioria das particulas empregadas, excetuando-se a de estufa inicial e
mantidas a granel, todas os valores de umidade foram condizentes com dados de
literatura, como o obtido por De Simone et al.'*® na confecgdo de granulos de vitamina
B12 que se mantiveram entre 3-5%, com os valores obtidos por Keleb et al.''® cuja
faixa de agua residual manteve-se entre 6-10%, e para a comparacdo das
microcapsulas os valores obtidos por Asensio et al.’® ao microencapsularem éleo
essencial de orégano, obtendo valores de umidade média de 4%, e condiz também
com o resultado obtido por Cortéz-Camargo et al.'*” ao produzirem microparticulas de
6leo essencial de limao, que obtiveram umidade residual em média de 6%.

Tabela 13. Umidade residual nas formulagées, divididas em dois lotes
Umidade residual (%)

Lote Tratamento Inicial 30 dias 60 dias
Estufa 18,82 6,50 ¢ 5,30.d
Cépsulas Dessecador 5,00 d 5,70 ¢ 6,42
Spray-drying 3,90.d 4.,4b.c 5,22
Estufa 18,80 ¢ 22,72 17,90.¢
Granel Dessecador 5,00 ¢ 4,80 ¢ 5,72
Spray-drying 3,92 3,4b.¢ 3,4b.¢

Valores com a mesma letra na mesma linha indicam semelhanca estatistica entre as amostras

abordadas através de teste de Tukey.
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i ) —

Figura 16. Capsulas gelatinosas duras ap6s 60 dias. a) Secagem em estufa, b) Secagem
em dessecador, ¢) Microencapsulagao em Spray-drying

Os resultados que mostraram valores mais elevados de dgua residual foram os
apresentados pelos granulos secos em estufa. Ainda que tenha sido o método cuja
perda de agua se deu em tempo mais curto, o tempo de residéncia para a secagem
adequada dos granulos pode ter sido insuficiente (6h), acarretando em maior acumulo
de agua.

Ao se observar a diferencga estatistica determinada pelo teste de Tukey, notou-
se que a umidade inicial ndo permaneceu constante com o decorrer dos meses, sendo
diferente para cada uma das formulagdes. Os granulos secos em estufa
acondicionados em capsulas sofreram perda de agua, a qual provavelmente migrou
para as capsulas gelatinosas duras®’, o que pdde ser observado pelo aspecto desta
na Figura 16 (a). Tal fator inviabiliza a utilizagdo desta formulagdo para o
preenchimento de capsulas, pois acarreta em instabilidade elevada.’*® Os mantidos a
granel mantiveram sua umidade semelhante pois n&o entraram em contato direto com
nenhum material higroscépico.

Os gréanulos secos em dessecador apresentaram baixo valor de agua residual
quando comparados com os da estufa, porém ainda assim foi observada alteracao do
aspecto da capsula gelatinosa dura, podendo indicar o limite maximo de umidade
suportada por este tipo de capsulas, que fica entre 5,2 € 5,7%.

Ja as microparticulas apresentaram o melhor comportamento em relagao as
capsulas duras por nao interagirem com esta, pois seus valores de umidade
permaneceram inferiores a todos, e as capsulas duras ndo sofreram reagdo com a

agua.
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Outro fator importante influenciador deste teste pode estar na maneira como o
estudo de estabilidade foi realizado. Devido a problemas técnicos nado houve a
possibilidade da utilizacdo de uma camara climatica adequada, e, portanto, o teste foi
realizado empregando-se uma solucao salina saturada de NaCl em um dessecador,
os quais foram colocados em estufa a 40°C. A solugéo salina promove uma umidade
conhecida através do método de isoterma se sor¢édo, que no caso do NaCl mantém a
umidade em 75% quando a 40°C.102.148

Observou-se através da Tabela 13 que a umidade dos granulos secos por
estufa e estocadas em capsulas foi a mais variavel dentre os tratamentos. A redugéo
dos valores de 18,8% para 6,5% pode ter acontecido devido a migracao da agua
presente na formulacdo para as capsulas gelatinosas duras as quais absorvem agua
e amolecem quando expostas a altas umidades, o que pbéde-se observar pelas
imagens tanto pelo aparecimento de rugosidades, quanto pela aglomeracao destas
entre si (Figura 16, “a”).5” Nos granulos secos em dessecador também se observou
rugosidades nas capsulas duras, entretanto sua aglomeracao nao foi tdo acentuada
quanto os secos por estufa. Outro ponto significativo para as alteracdes nas capsulas
duras pode estar vinculado as quantidades utilizadas de Tween 80, que segundo De
Lucca et al.'*® podem vir a remover agua da estrutura proteica das cépsulas
dependendo de sua concentracao.

A formulacao seca em spray-drying nao alterou aparéncia e cor das capsulas
duras, o que pode ter ocorrido pela baixa umidade durante os meses (variando de
3,9% a 5,2%), uma vez que a gelatina que a compde acaba tendo afinidade por este
fator.

No lote Granel observou-se menor variacdo de umidade entre 0os meses,
reforcando a influéncia das capsulas duras neste quesito e também demonstrou que
a formulacdo em si mantém a umidade em valores com baixa variagdo. E valido
lembrar que estas amostras foram armazenadas em URE de 75%, 0 que suscetibiliza

as amostras a ganhos de umidade no decorrer do teste.%’: 8
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5. Conclusao

As formulagcbes aqui abordadas mostraram capacidade de incorporagcéo dos
6leos essenciais envolvidos, sendo maior para os granulos do que para a técnica de
spray-drying. Entretanto, para a sua viabilizagdo por meio de cépsulas gelatinosas
duras a produgéo por spray-drying mostrou-se mais adequada, pelo fato de ndo alterar
a estrutura desta forma farmacéutica.

Os métodos testados para producdo de granulos e microparticulas se
mostraram ineficientes quando se tratando do quesito estabilidade, pois todas as
formulagdes tiveram perdas significativas de 6leo essencial no decorrer dos meses,
tanto em quantidade total, quanto dos compostos biologicamente ativos (avaliados por
cromatografia gasosa).

Na liberacéao in vitro observaram-se diferentes perfis que poderao ser aplicados
dependendo da finalidade terapéutica pretendida, ou seja, as amostras processadas
por spray-drying se adequariam melhor para uso contra afec¢des locais (neste caso,
gastricas) ja que sua entrega € mais efetiva enquanto que os granulos seriam mais

adequados para efeitos sistémicos.
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9. Apéndices

9.1. Testes granulométricos para selecao de formulacao.

Diferentes formulac¢des forem utilizadas para determinar o granulo que melhor
se adaptasse ao estudo, podendo este também ser produzido via spray-drying. As
formulagdes utilizadas foram retiradas da literatura e adaptadas.

Tabela 14. Diferentes formulagdes de granulos encontrados em literatura para realizagao de

teste granulométrico

Preparo (referéncia) Ingredientes Quantidade
Formulacao A Lactose 8,059
Amido 1,12 ¢
Talco 0,899
Polivinilpirrolidona 0,125¢
Agua 3,0 mL
Formulacao B Lactose 63,8 g
Amido 8949
Talco g.s.p- 79,9 ¢
Alcool 70% (v/v) g.s. aglutinagdo
Formulacao C Celulose microcristalina 59
Agua 6,37 mL
Formulacdo D Celulose microcristalina 2,59
Lactose 259
Tween 80 0,39
Agua 4,0 mL
Formulacao E Celulose microcristalina 249
Lactose 2,59
Polivinilpirrolidona 0,19
Agua 4,0 mL

Formulagéo A e B: adaptados da Farmacopéia portuguesa, 1999; Formulacdo C: adaptado de Zeesham, 2009;
Formulagéo D: adaptado de Koester & Thommes, 2010; Formulagao E: de Ibrahim, 2013.
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Teste granulométrico realizado de acordo com metodologia da Farmacopeia Brasileira
52 ed, utilizando conjunto de 4 tamis de malhas de tamanhos decrescentes (850, 600,
188, 127 um), na qual a malha cuja retencao é de no minimo 80% do total, indicara a
escolha da granulometria.

80% -

70% -

60% -

50% - E Tamis 850um
® Tamis 600um

40% -

0% Tamis 300um
30% - ® Tamis 250um
20% - u Coletor
10% -

0% -

Figura 17. Resultado do teste de granulometria utilizando as diferentes formulagées (A a E)
baseadas em literatura, apresentando as porcentagens de distribuicdo em diferentes tamises.

De acordo com os testes granulométricos, a que mais se aproximou dos 80%
retido em uma das malhas foi a formulagéo D, a qual foi a eleita para uso no presente
estudo. O uso do Tween 80 foi adaptado para que os 6leos essenciais pudessem ser
veiculados através da agua acrescida nas formulagdes no momento de aglutinagao.
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9.2. Metodologia de extracao de oleo essencial por ultrassom e
centrifugacao

Extracdo de 6leo essencial a partir de formulagdo de granulado farmacéutico
Objetivo:

Verificar gravimetricamente a quantidade de 6leo essencial de Varronia verbenacea e
Acyroclines satureioides extraidas a partir de uma formulagao farmacéutica de granulado.

Materiais:
Celulose microcristalina........ 5,009
Lactose.......uuvvvvvveereeeeieeeeeeeee. 5,009

Mistura de 6leos essenciais... 1,09
Procedimento:

1- Pesar os pés e acondiciona-los em béquer de massa conhecida. Mistura-los bem.

2- Adicionar a mistura dos Oleos essenciais a mistura de pés e homogeneizar com
cuidado garantindo a espalhabilidade do material.

3- Pesar analiticamente 1,0 g deste p6 resultante em tubo tipo Falcon (anotar peso da
tampa e do tubo separadamente).

4- Adicionar 15 mL de diclorometano e agitar levemente o tubo com as maos (o suficiente
para causar suspensao das particulas), evitar que o conteudo atinja a tampa. Levar ao
ultrassom por 4 min, realizando uma pausa aos 2 min para ressuspender as particulas
por agitagdo manual.

5- Centrifugar por 10 min a 1500G.

6- Verter o sobrenadante em Erlenmeyer.

7- Realizar mais duas extragdes, porém utilizando 10 mL de Diclorometano no lugar de
15 mL. Verter todos os sobrenadantes no mesmo Erlenmeyer.

8- Verter os sobrenadantes recolhidos no Erlenmeyer sobre sistema de filtracao a vacuo
(utilizando papel filtro de massa conhecida) e recolhendo-os em baldo de fundo
redondo de 125 mL (de massa conhecida) contendo cerca de 0,5 g de trietilcitrato.
Agitar o baldo com o filtrado por 5 min, manualmente.

9- Submeter o filtrado presente no balédo a destilagéo a vacuo (rotaevaporador) a 38°C,
60 rpm, com pressédo de 200 mmHg, por 10 min.

10- Pesar baldo com residuo.
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9.3. Resultados extracao por ultrassom e centrifugacao

Tabela 15. Testes de extragdo realizados de acordo com metodologia de extracdo por

ultrassom e centrifugacao.

Mistura de pés o Oleo de Erva- Oleo de macela
. Trietil citrato (g) _

e Oleos () baleeira (g) (9)
Branco 0,51005 - - -
Ensaio 1 0,50017 - 0,04999 0,04974
Ensaio 2 1,00524 - 0,04999 0,04974
Ensaio 3 1,11835 - 0,06075 0,05847
Ensaio 4 1,02618 - 0,05033 0,0516
Ensaio 5 1,00051 - 0,05033 0,0516
Ensaio 6 1,06715 0,5099 0,05033 0,0516
Ensaio 7 1,10795 0,5091 0,05508 0,05234
Ensaio 8 1,00333 0,507 0,05033 0,0516

Tabela 16 Resultado dos procedimentos extrativos utilizando técnica de extragdo por

ultrassom e centrifugacao.

Oleo recuperado (g)

Oleo recuperado (%)*

Branco

Ensaio 1
Ensaio 2
Ensaio 3
Ensaio 4
Ensaio 5
Ensaio 6
Ensaio 7
Ensaio 8

0,0186
0,0621
0,0987
0,0560
0,1371
0,0774
0,0571
0,0826

18,6
62,3
82,8
54,9
52,7
75,9
53,2
81,0

* Baseado na quantidade inicial de 6leo essencial utilizado no preparo



82

9.4. Teste da constancia de 6leo essencial por rotaevaporacao utilizando
vacuo.

Para determinar se a perda dos 6leos essenciais ndo estava ocorrendo devido ao uso
de vacuo no processo de remogao dos solventes utilizados na extragdo, os 0Oleos
essenciais foram acondicionados em baldo de fundo redondo e submetidos a
evaporacao a vacuo por diferentes tempos.

Tabela 17 Perda de 6leo essencial em fungdo do tempo de utilizagdo em evaporador rotativo

a vacuo.
Massa de 6leo essencial (g)
Tempo Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Inicial 0,2101 0,1896 0,1047
10 min 0,2033 0,1794 0,1003
20 min 0,1905 0,1791 0,0865

Nota-se que com o decorrer do tempo no evaporador rotativo sob vacuo, a perda de
6leo essencial continuou tornando tal procedimento inviavel para utilizagdo neste

trabalho.
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9.5. Extracao de 6leos essenciais a partir de formulacao farmacéutica de
granulado

Extracdo de 6leo essencial a partir de formulagdo de granulado farmacéutico

Objetivo:
Verificar gravimetricamente e volumetricamente a quantidade de éleo essencial de
Varronia curassavica e Acyroclines stureioides extraidas a partir de uma formulacao

farmacéutica de granulado.

Componentes em gramas:

Celulose microcristalina........ 2,25

IE=T03 (011 T 2,25

Mistura de 6leos essenciais... 0,5
AQUA.....oeeeeeeeeeee) q.s.p. massa final de pé

Aparelho de Clevenger

Procedimento:

1- Pesar os pds e acondiciona-los em béquer de massa conhecida. Mistura-los
bem;

2- Adicionar a mistura dos 6leos essenciais a mistura de p6s e homogeneizar com
cuidado garantindo a espalhabilidade do material.

3- Posicionar o equipamento de Clevenger e o condensador (ligado a uma linha
de refrigeracéo);

4- Adicionar o p6 e agua destilada a um baldo de fundo redondo de 500 mL, de
modo que a concentracdo seja de 1g de pé para 40mL de agua. Utilizar no
minimo 5g de p6 para o procedimento;

5- Colocar o baldo em uma manta de aquecimento e acopla-lo ao aparelho de
Clevenger;

6- Ligar a linha de refrigeragéo, e entdo ligar o aquecimento da manta;

7- Extrair por 3 h, ou até que o volume de 6leo recolhido seja constante;

8- Anotar volume de 6leo e recolhe-lo.

9- Calcular a massa obtida a partir da densidade média dos dois 6leos (d =
0,88825 g/L)
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9.6. Rendimento extrativo por hidrodestilacao em aparelho de Clevenger

Os valores obtidos a partir da extracao descrita no item 9.5. estdo expostos na
Tabela 18.

Tabela 18. Rendimento da recuperacao dos 6leos essenciais a partir da mistura de pds para
formulacao

Teste Oleo inicial (g) Oleo recuperado (g) Rendimento (%)
1 0,4993 0,4175 83,62
2 0,4955 0,4175 84,25
3 0,4918 0,4085 83,06

A média final do rendimento extrativo foi de 83,64%, e este valor foi utilizado como

base para calculo do rendimento final utilizado no trabalho.
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9.7. Cadastro de patrimonio genético

Ministéric do Meio Ambiente .
COMNSELHO DE GESTAQ DO PATRIMOMNIO GENETICO
SISTEMA NACIOMAL DE GESTAD DO PATRIMONIO GEMETICO E DO CONHECIMENTD TRADICIONAL ASSOCIADD
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n® AES0IBD

A atividade de acesso ao Patimonio Genetico, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada mo SisGen,
em atendimanto a0 previsto na Lei n® 1312272015 e seus regulamentos.

Mimeno do cadastro: AEMR2BD

Usuario: UMICAMP

CPFCNP.E A6 068 425/0001-33

Ohbjeto do Acesso: Patrimonio Genético

Finalidade do Acesso:

Pesquisa Cientifica [ ] Bioprospecsso [] Tecnologico

Ecpécie

Achyrocline satureioides

Cordia verbenaces

Acmella oleracea

Tiulo da Atividade: Avaliag3o da atividade de extratos vegetais nativos
Equipe

Rodney Alexandre Ferreira Rodrigues UNICAMP

José Claudio Klier Monteiro Filho UrdCamp

Carla Beatriz Grespan Bottoli Ui c-amp

Gislaine Correa da Silva urHCamp

Data do Cadastro: 12/09/2018 10:42-28 E E
Eh.l'.a'g-ﬁﬂ- do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestio do Patrimdnio Genético
SituagSo cadastral conforme consulia ao SisGen em 10:51 de 12/0%2018.

o s 515 T ERA MACIONAL BE GESLAG

CO PATRIAGHIO GEMETICD
B O R HEC IMENTO TRADICICR AL

ANTAN  assocanc-sissEN



