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RESUMO

ZAMPIER, M. N. Desenvolvimento, padronizacdo e avaliacdo bioldgica de
extratos nebulizados de Dalbergia ecastaphyllum. 2012. 172 f. Dissertacéo
(Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto.
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento, padronizagdo e
avaliacdo da atividade antioxidante e antimicrobiana de extratos secos
nebulizados de Dalbergia ecastaphyllum. Para que os objetivos propostos
fossem alcancados foram desenvolvidas metodologias analiticas capazes de
avaliar a qualidade da matéria-prima vegetal durante os processos de
transformacao (extracdo de compostos ativos, secagem, produto final, etc).

A solugéo extrativa foi obtida a partir das folhas de D. ecastaphyllum
empregando-se a extracdo por maceracdo dinamica onde se avaliou fatores
como: proporcao planta:solvente, tempo e temperatura de extragdo através de
um planejamento composto central (PCC). A solugédo extrativa otimizada foi
avaliada quanto a presenca de metabdlitos secundarios, atividade antioxidante/
antimicrobiana e foi submetida a secagem por nebulizacdo onde foram
investigados parametros de secagem e adjuvantes tecnologicos sobre o
desempenho do equipamento e nas caracteristicas morfoldgicas, fisico-
quimicas e farmacoldgicas do produto. Os extratos secos foram submetidos a
um estudo de estabilidade; sendo também utilizados para o desenvolvimento
de formulacbes semi-sélidas cuja estabilidade foi avaliada em estudo
acelerado.

PRETENDE-SE QUE OS RESULTADOS ADVINDOS DESSE
TRABALHO POSSAM SERVIR DE BASE PARA A PADRONIZACAO DE
EXTRATOS DE OUTRAS PLANTAS MEDICINAIS COM INTERESSE
TERAPEUTICO, BEM COMO CONTRIBUIR PARA O APRIMORAMENTO
DOS CONHECIMENTOS ENVOLVIDOS NO DESENVOLVIMENTO
TECNOLOGICO DE PRODUTOS FITOTERAPICOS.

Palavras chave: Secagem, spray drying, fitoterapicos, atividade
antimicrobiana, atividade antioxidante, estudo de estabilidade, Dalbergia

ecastaphyllum, prépolis vermelha.



ABSTRACT

ZAMPIER, M. N. Development, standardization and biological evaluation of
spray drying extracts of Dalbergia ecastaphyllum. 2012. 172 f. Dissertation
(Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto.
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

This work aimed the development, standardization and evaluation of
antioxidant and antimicrobial activity of spray dried extracts from Dalbergia
ecastaphyllum. Analytical methodologies for evaluating the quality of the
vegetable raw material during processing procedures (such as extraction of
active compounds, drying, final product, etc.) were developed in order to
achieve the proposed objectives.

The extraction solution was obtained from the leaves of D. ecastaphyllum
by dynamic maceration. In this stage, some factors were evaluated such as: the
plant: solvent ratio, extraction time and temperature using a central composite
design (CCD). The optimized extraction solution was evaluated for the presence
of secondary metabolites and antioxidant / antimicrobial activity. It was also
subjected to spray drying. In this process, the effects of the drying parameters
and processing aids on the equipment performance and the morphological,
physicochemical and pharmacological properties of the product were
investigated. The dry extracts were subjected to a stability study; and were used
for the development of semi-solid formulations, also evaluated in an accelerated
stability study.

It is intended that the results from this work can provide a basis for
further standardization of extracts of other medicinal plants with therapeutic
interest, as well as to contribute to the enhancement of the knowledge involved
in the technological development of herbal products.

Keywords: drying, spray drying, herbal medicines, antimicrobial activity,

antioxidant activity, stability study, Dalbergia ecastaphyllum, red propolis.
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1. INTRODUCAO

Os produtos de origem natural tem sido grandes instrumentos cientificos
para decifrar a loégica e as estruturas para a descoberta de novas drogas, as
quais sdo utilizadas como agentes inovadores na terapéutica de doencas de
alta prevaléncia e morbidade como infecc¢des, neoplasias e imunodeficiéncias
(CLARDY et al., 2004).

Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida na maior parte do
mundo, a OMS reconhece que grande parte da populacdo dos paises em
desenvolvimento depende da medicina tradicional para sua atencdo primaria,
tendo em vista que 80% desta populacao utilizam préticas tradicionais nos seus
cuidados basicos de saude e 85% destes utilizam plantas ou suas
preparacdes. Neste contexto o Brasil € um pais que apresenta cerca de 20 a
22% de todas as plantas e microrganismos existentes no planeta, contudo
estima-se que ndo mais de 25.000 espécies de plantas tem sido objeto de
investigacao cientifica (CALIXTO, 2005).

Entre os elementos que constituem a biodiversidade, as plantas sédo a
matéria-prima para a fabricacdo de fitoterapicos e outros medicamentos.

Uma planta é caracterizada como medicinal quando contém em um ou
mais de seus Orgdos substadncias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sirvam para semi-sintese quimico-farmacéutica (WHO
1978). Este fator abordado faz com que o Brasil tenha certa vantagem para o
desenvolvimento de novos produtos baseados na biodiversidade e
sustentabilidade.

O uso de derivados de plantas como medicamentos sdo estudados
desde a antiguidade. Hipocrates, Dioscorides, Galeno e Avicenas escreveram
obras que referenciam o uso de plantas com a finalidade de cura (PINTO et al.,
2002).

Com o surgimento da quimica medicinal e o modelo “chave fechadura”
todas as atencBes em pesquisa de medicamentos se voltaram para a area de
sintese de novas moléculas (chaves) que pudessem atuar em um determinado
alvo dentro do organismo (fechadura) podendo assim exercer o efeito
terapéutico. Aparentemente parece facil sintetizar um novo medicamento tendo

em vista a molécula alvo onde o mesmo deve atuar, porém como se trata de



alvos bioldgicos a interacao entre o farmaco e o alvo deve ser perfeita e esta
interacdo deve ocorrer preferencialmente nos alvos que se deseja exercer o
tratamento terapéutico. Caso esta interagdo ocorra em outras moléculas do
corpo que nao as de interesse terapéutico, ira ocorrer o que chamamos de
efeito colateral, um anti-inflamatério que causa dor de estdbmago, um
antiemético que causa vertigem e assim sucessivamente.

Na corrida contra o tempo as grandes multinacionais buscaram sintetizar
e patentear novos farmacos, porém o cenario atual é que esta cada vez mais
dificil sintetizar novas drogas com a complexidade adequada para tratar as
doencas que ainda ndo tem cura. Recentes constatacdes das industrias
farmacéuticas mostram que para algumas doencas complexas os produtos
naturais se mostram como uma importante fonte para a producdo de novas
entidades quimicas uma vez que apresentam estruturas privilegiadas e
complexas (CALIXTO, 2005).

Neste contexto, os produtos de origem natural apresentam-se como uma
alternativa para a descoberta de novas drogas. A natureza é capaz de
sintetizar moléculas complexas através de reacdes que muitas vezes nao
podem ser reproduzidas em laboratorios.

De acordo com Yunes et al. (2001), existem diversas vantagens na
utilizacao de fitoterapicos como a presenca de efeito sinérgico no combate a
determinada enfermidade, associacdo de mecanismos por compostos agindo
em alvos moleculares diferentes, menores riscos de efeitos colaterais e
menores custos de pesquisas.

Além das questbes relacionadas a saude da populacdo os
medicamentos fitoterapicos chamam a atencéo quando se avalia sua projecao
de mercado. O mercado mundial de fitoterdpicos movimenta cerca de U$ 22
bilhdes por ano sendo que no Brasil é estimado que este mercado gire em
torno de U$$ 160 milhdes por ano. O crescimento nas vendas de fitoterapicos
chega a ser maior que 15% ao ano enquanto que para os medicamentos
sintéticos o crescimento é da ordem de 4% (CARVALHO et al., 2008).
Entretanto, mesmo sendo detentor da maior biodiversidade do planeta o
faturamento do Brasil é inferior ao de paises como EUA e Alemanha (PINTO et
al., 2002).



Para que se possa desenvolver um produto fitoterapico com eficacia,
seguranca e qualidade garantidas, e que possa ser produzido industrialmente,
€ necessario que a matéria-prima vegetal seja abundante e homogénea.
Assim, o cultivo de plantas medicinais, de maneira sistematizada, constitui uma
das etapas iniciais para a padroniza¢do dos mesmos (SIMOES et al., 2004).

Paralelamente ao crescimento da demanda, producao e comercializagcéo
de medicamentos de origem vegetal foram observados o aumento de
exigéncias quanto ao controle de qualidade e a obtencdo de produtos com
eficacia terapéutica e seguranca, bem como, a necessidade do
estabelecimento de critérios de preservacdo do meio ambiente e de legislacéo
sanitaria adequada.

Desta forma, a producdo de fitoterdpicos deve atender as praticas
modernas de fabricacdo e controle de qualidade, enfatizando os aspectos de
padronizacao a fim de manter e garantir a constancia da composicéo quimica e
da atividade farmacologica (BONATI, 1991). Faz-se ainda necesséria uma
fundamentacdo cientifica, fato que diferencia um produto fitoterapico
propriamente dito das plantas medicinais e das preparacdes utilizadas na
medicina popular, sendo as principais exigéncias incidentes: extracdo das
substancias ativas, da forma mais completa possivel; garantia da estabilidade
das substancias ativas durante o processo de fabricacdo e o periodo de
armazenamento; e a obtencdo de um produto padronizado (VOIGT,;
BORNSCHEIN, 1982).

Assim, do total de espécies vegetais com registro no Brasil, menos de
30% séo nativas da América do Sul (CARVALHO et al., 2008).

Dada a importancia e relevancia que o tema “producéao de fitoterapicos”
tem adquirido atualmente, propb6s-se esse trabalho visando o
desenvolvimento tecnolégico e avaliacdo de atividade farmacolégica de
formas farmacéuticas obtidas a partir de plantas medicinais utilizando
Dalbergia ecastaphyllum L. Taub. como planta modelo.

Dalbergia ecastaphyllum foi selecionada para o presente trabalho, pois
além de ser uma planta do mangue brasileiro é ainda pouco estudada. Além

disso, sabe-se que a propolis vermelha, conhecida por apresentar diversas



atividades biologicas é derivada da resina de D. ecastaphyllum (DAUGSCH,

2007).

Assim, essa espécie vegetal € uma excelente candidata para o
desenvolvimento de estudos visando o desenvolvimento de produtos
fitoterapicos. Este trabalho esta inserido na linha de pesquisa do Grupo de
Aglomeracdo e Secagem de Produtos Farmacéuticos da FCFRP/USP que,
com o apoio da FAPESP e CNPq, vem desenvolvendo estudos sistematicos
visando o desenvolvimento de processos de producdo de extratos secos de
plantas medicinais brasileiras, obtendo resultados promissores (CORDEIRO,
2000; RUNHA et al., 2001; SOUZA, 2007; SOUZA et al., 2008; BOTT, 2008;
OLIVEIRA et al., 2010, FERNANDES, 2008).



6. Conclusoes



6. CONCLUSOES

O desenvolvimento deste trabalho levou a obtencdo de informacgdes
relevantes sobre diversos aspectos envolvidos na producédo de extratos secos
de Dalbergia ecastaphyllum, utilizando-se o processo spray drying na etapa de
secagem. A andlise dos resultados experimentais permitiu a obtencdo de
conclusdes abordando os aspectos de processo, avaliagdo da atividade
antioxidante e antimicrobiana, ensaios de estabilidade e aplicacdo dos extratos
secos obtidos em formulacdes (emulsdo e gel). A seguir apresentam-se as

conclusdes obtidas nas condi¢cdes experimentais utilizadas.

6.1 Aspectos de processamento de extratos

A avaliacdo qualitativa da droga vegetal indicou a presenca dos
metabdlitos secundarios: taninos, flavonoides e antraquinonas. Foi encontrada

alta concentracao de polifenois (9,27 e 9,86%, p/p) e flavonoides (1,34%, p/p).

O planejamento composto central (PCC) seguido de andlise
multiresposta sé@o ferramentas importantes na determinacdo das condigOes
Otimas de extracdo de compostos bioativos na droga vegetal. As respostas
analisadas para o extrato otimizado, determinadas com o auxilio do programa
Statistica 10® e as obtidas experimentalmente foram similares o que
comprovou a eficiéncia do PCC para a otimizacdo das condi¢cOes de extracao.
A condicdo oOtima para a producdo da solucdo extrativa ocorreu com 0S

seguintes valores das variaveis independentes:

e Temperatura de extracéo: 50 °C
e Tempo de extracdo: 92,3 minutos

¢ Relacdo massa de planta/massa de solvente: 0,2

As metodologias para dosagem de flavonoides, polifenbis e taninos

totais utilizadas no presente trabalho, apresentaram resultados reprodutiveis.



Os métodos escolhidos para avaliagdo da atividade antioxidante se
mostraram eficazes, sendo que o0 extrato apresentou elevada atividade

antioxidante.

A partir do método cromatografico desenvolvido foi possivel obter um

“finger print” do extrato otimizado.

De acordo com a classificacdo de Holetz et al. (2002) a atividade
antibacteriana da solucéo extrativa otimizada foi baixa, pois todos os valores de
CIM encontrados foram superiores a 1 mg/mL. Com relagdo a atividade
antifngica observou-se uma boa atividade contra fungos dermatdfitos visto
que os MIC foram inferiores a 0,1 mg/mL. A solucdo extrativa da propolis
vermelha apresentou maior atividade antimicrobiana para as bactérias e para o

dermatofito Trichophyton rubrum.

A particdo da solucao extrativa permitiu a separacédo de uma fracdo que
apresentou maior concentracdo de polifendis totais e maior atividade
antioxidante que a solugcao extrativa (FOA6) enquanto que a outra fracéo
(FOB4) apresentou maior concentracdo de flavonoides totais. Com relacéo a
atividade antimicrobiana as duas frac6es apresentaram praticamente o mesmo
comportamento da solucdo extrativa. A fragcdo aquosa (FA8) apresentou baixa
concentracdo de metabdlitos secundérios além de atividade antioxidante e
antimicrobiana bem inferior as obtidas para as demais fracoes.

As secagens dos extratos concentrados de D. ecastaphyllum ocorreram
de maneira adequada visto que o rendimento do processo foi superior a 60%
para a maioria dos extratos secos. Valores inferiores 60% somente foram
observados no extrato seco onde se utilizou polisorbato 80 (DE 005). Os teores
de flavonoides totais e atividades antioxidante encontrados nos extratos secos
de D. ecastaphyllum foram muito semelhantes ao da solugdo extrativa
otimizada, indicando que a condicdo de secagem e os adjuvantes utilizados se
mostraram adequados. Com relacdo ao teor de polifendis totais pode ser

observada uma ligeira queda apos a secagem.



Com relacdo aos extratos secos da préopolis vermelha observou-se um
rendimento de processo inferior a 50% sendo que para o extrato seco PV 002
este rendimento foi de 10,93%. Mesmo apresentando baixo rendimento apenas
o extrato PV 002 (contendo B-ciclodextrina) se mostrou estavel com relacdo ao
teor de flavonoides, polifendis e atividade antioxidante. O extrato seco PV 003
apresentou melhor performance de secagem com rendimento de processo de
48,98%, porém apresentou queda na atividade antioxidante e concentracdo de

metabolitos secundarios.

A formacdo do complexo de inclusdo entre o adjuvante (B-ciclodextrina e
0S compostos presentes nos extratos de D. ecastaphyllum e da propolis
vermelha pode ter ocorrido, considerando-se a variacdo do estado cristalino
deste adjuvante apdés a secagem e melhoria de solubilidade observada no
extrato DE 007. Além disso, foram observadas formacdo de estruturas
arrendondadas na avaliacdo por MEV dos extratos secos com B-ciclodextrina
(DE 007 e PV 002). Estas estruturas sdo diferentes da estrutura mais

geométrica da B-ciclodextrina seca sem a presenca do extrato.

De acordo com os parametros farmacotécnicos avaliados nenhum dos
extratos secos obtidos apresentou boas propriedades de fluidez o que pode

estar relacionado a baixa granulometria do material seco obtido.

6.2 Avaliacdo da estabilidade dos extratos

Os extratos secos de D. ecastaphyllum submetidos a armazenagem em
30°C £ 2°C / 75% UR £ 5% e 40°C = 2°C / 75% UR = 5% por 3 meses
mantiveram suas propriedades antioxidantes. Com relacdo ao teor dos
metabdlitos secundarios (flavonoides totais e polifendis totais) pode-se
observar uma ligeira variagdo dentro dos limites especificados pela ANVISA. A
analise de fingerprint realizada ao longo do estudo mostra a manutencao dos
picos avaliados em cada um dos extratos secos (P1, P2, P3, P4 e P5) o que

sugere a estabilidade dos metabdlitos secundarios presentes do extrato seco.



Em contrapartida, os metabdlitos secundarios flavonoides totais e
polifendis presentes no extrato glicolico da propolis vermelha ndo se
apresentaram estdveis nas condicbes e tempo de estabilidade avaliadas
apresentando queda no teor de flavonoides totais apds 3 meses de estudo de
40,32 e 14,52% nas condi¢cdes acelerada e longa duragéo, respectivamente.
Além disso, a atividade antioxidante destes extratos também diminuiu ao longo
do estudo sendo que a perda de atividade antioxidante e a diminuicdo da
concentracdo de flavonoides totais podem estar correlacionadas (R? de
0,9311). O extrato seco da propolis vermelha apresentou-se mais estavel visto
que a queda no teor de flavonoides totais foi de 11,7% e de 5,55% para o
extrato na condicdo acelerada e longa duracao, respectivamente. A diminuigéo

da atividade antioxidante também foi menor para o extrato seco.

A umidade dos extratos secos ndo se alterou significativamente ao longo
do estudo de estabilidade o que caracteriza uma adequada selecdo da

embalagem utilizada.

A analise colorimétrica pode ser uma importante ferramenta para a
avaliacdo da estabilidade de extratos que apresentam em sua COmMpOSicao
substancias com cor definida. A partir da andlise colorimétrica realizada ao
longo do estudo de estabilidade dos extratos de D. ecastaphyllum pode-se
observar pequena variagdo nos parametros avaliados (L, a*, b*) sendo que
para os extratos seco e glicélico da propolis vermelha esta variacao foi maior e

pode estar relacionada a degradacéo de metabdlitos secundarios.
6.3 Aplicacdo dos extratos secos em formulagdes semi-sélidas

As formulagbes desenvolvidas com o extrato seco DE 003 se
apresentaram estaveis nas condi¢cfes e periodos de estabilidade acelerados,
uma vez que ndo ocorreu alteracao visual das formulacdes e o pH n&o se
alterou ao longo do estudo. Como o extrato glicdlico € geralmente mais
utilizado em formula¢des semi-solidas foi realizado um estudo de estabilidade

das formulacbes (emulsdo e gel) obtidas com extrato glicdlico de D.



ecastaphyllum. Observou-se certa alteracdo de cor na emulsdo ao longo do
estudo e o pH da formulacao gel sofreu uma queda de 5,4%.

As formulacdes de emulsdo apresentaram carater pseudoplastico e
tixotropico que se manteve apos 1 més de estudo acelerado. A formulacdo de
gel com extrato seco DE 003 apresentou carater pseudoplastico que se
manteve ao longo do estudo enquanto que o gel feito com extrato glicélico de
D. ecastaphyllum iniciou o0 estudo de estabilidade com carater
pseudoplastico/tixotropico e no final passou a ser pseudoplastico sem a

presenca de tixotropia.
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