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RESUMO

NOGUEIRA, M. S. Desenvolvimento de comprimidos e isolamento de
marcadores a partir do extrato hidroalcodlico das folhas de Copaifera
langsdorffii Desf. 2011. 166f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto,
2011.

A espécie Copaifera langsdorffii pertence a familia Leguminosae Juss., sub-
familia Caesalpinioideae Kunth. No Brasil, espécies de copaifera sao
amplamente distribuidas nos estados do Amazonas, Pard e Ceara e sao
mundialmente conhecidas pelo oleorresina que pode ser extraido de forma
sustentavel do tronco de suas e arvores. Este oleorresina e suas fracdes
volateis sdo amplamente estudados. No entanto, poucos estudos se
relacionam com a composi¢do quimica e biologica de outras partes da planta.
A atividade antilitiasica do extrato hidroalcodlico das folhas dessa espécie,
evidenciada em estudos preliminares pelo grupo de pesquisa e ja com pedido
de depdsito de patente, abriu perspectivas para investigacao fitoquimica deste
extrato e producdo de comprimidos fitoterapicos. Assim, objetivou-se nesse
estudo conhecer o perfil quimico do extrato, isolar e identificar metabdlitos
secundarios que possam ser utilizados como marcadores da espécie e/ou
como padrdes cromatograficos, utilizando diferentes modalidades
cromatograficas. E ainda, realizar estudos de extracdo, secagem e de pré-
formulagdo para produgdo de comprimidos de qualidade contendo teor de
extrato em dose adequada a utilizagdo em ensaios clinicos futuros. O perfil
quimico do extrato e fracdes obtidas apds particdo com solventes de polaridade
crescente demonstra constituicdo majoritaria de compostos polares. A fracao
em AcOEt foi submetida as técnicas de cromatografia em coluna classica e
cromatografia contracorrente (HSCCC) propiciando o isolamento dos
compostos 1 (quercetina-3-O-a-L-raminopiranosideo) e 2 canferol-3-O-a-L
raminopiranosideo), apés purificacdo em CLAE preparativa. A fracdo aquosa
foi submetida as técnicas de cromatografia em coluna utilizando gel de
sephadex LH-20 e cromatografia contracorrente, propiciando o isolamento dos
compostos de 3-10, ap6s purificagdo em CLAE preparativa. Os compostos 4, 6,
9 e 10 tiveram suas estruturas elucidadas e pertencem a classe dos acidos
galoilquinicos, identificados como acido 6’,4”-dimetdxi-3,4-di-O-galoilquinico;
acido 6’’-metoxi-3,4,5-tri-O-galoilquinico; acido 4’,4”-dimetoxi-3,4,5-tri-O-
galoilquinico; e acido 4-metdxil-3-O-galoilquinico, respectivamente. Os estudos
de extracdo levaram a obtencédo de trés extratos com maior rendimento, sendo
0 processo de extragdo simples utilizando-se etanol:agua 7:3 (45 mL) com 3 g
de droga vegetal, o qual foi de escolha para producéo do extrato avaliado no
estudo de secagem por “spray drying”. Os resultados do estudo de secagem
nao revelaram diferengas significativas entre os experimentos avaliados e as
particulas dos extratos secos obtidos ndo apresentaram boas caracteristicas de
fluxo para compressao direta. A granulacdo por via Umida do extrato seco
contendo 73% de extrato, 25% dos adjuvantes Maltodextrina:Aerosil (1:1) e
2% de polivinil pirolidona, produziu particulas com caracteristicas e
propriedades de fluxo excelentes para a compressdo. A compressdao dos
granulados sem adicdo de outros excipientes proporcionou comprimidos com



dureza elevada e longos tempos de desintegracdo. No entanto, comprimidos
produzidos por mistura prévia com granulado de amido+lactose, apresentaram
melhores caracteristicas fisicas, sendo os valores de dureza e friabilidade
aceitaveis e tempos de desintegracdo menores e préximos aos valores
recomendados.

Palavras-chave: Comprimidos, marcadores quimicos, acidos galoilquinicos,
Copaifera langsdorffii



ABSTRACT

NOGUEIRA, M. S. Development of tablets and isolation of secondary
metabolites from hydroalcoholic extract of Copaifera langsdorffii Desf.
leaves. 2011. 166f. Dissertagdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2011.

Copaifera langsdorffii belongs to Leguminosae Juss. family, sub-family
Caesalpinioideae Kunth. In Brazil, Copaifera species are widely spread in
Amazonas, Para and Ceara states and are worldwide known by the oil-resin
that can be extracted from its trunk. This oleoresin and its volatile fractions have
been studied by many research groups. However, few studies are related to the
chemical and biological composition of other plant parts, such as leaves. We
have been investigating the antilitiasic activity of the hydroalcoholic extract from
C. langsdorffii, and it have risen the in both the phytochemical investigation of
the aerial parts and the production of tablets with the obtained extract. Thus, the
aim of this study was to evaluate the leaf extract chemical profile, to isolate and
identify the secondary metabolites to be used as chromatographic standards,
using different chromatographic methods, for the analysis of plant materials, its
extracts and products, as well as, to carry out studies of extraction, drying and
preformulation to produce tablets containing a suitable dose of the extract for
using in future clinical trials. Chemical profile of the extract and its fractions
obtained after partition with solvents with increasing polarity revealed that the
extract is majorly composed by polar compounds. The ethyl acetate fraction
was submitted to classical column chromatography and high speed
countercurrent chromatography (HSCCC) techniques, resulting in isolation of
compounds 1 (quercetin-3-O-a-L-rhaminopiranoside) and 2 (kaempferol-3-O-a-
L-rhaminopiranoside, after preparative HPLC purification. The aqueous fraction
was submitted to column chromatography techniques using gel filtration
(sephadex LH-20) and HSCCC yielding compounds 3 tol0, after preparative
HPLC purification. Compounds 4, 6, 9 and 10 were identified as galloylquinic
acid derivatives 6',4"-dimethoxy-3,4-di-O-galloylquinic acid; 6"-methoxy-3,4,5-
tri-O-galloilquinic acid; 4',4"™-dimethoxy-3,4,5-tri-O-galloylquinic acid; and 4-
methoxy-3-O- galloylquinic acid, respectively. Studies of extraction process
furnished three extracts with higher yielding, using a simple extraction process
with ethanol: water 7:3 (45 mL) with 3g of plant biomass, which was chosen to
obtain the extract for drying studies. Drying results showed no significant
differences between the undertaken experiments, and the dried extracts
particles did not have good flow properties for direct compression. Wet
granulation of dried extract containing 73% of plant extract, 25% of excipients
Maltodextrin: Aerosil (1:1) and 2% of polyvinyl pyrrolidone produced particles
with excellent flow properties for compression. Granulate compression without
adding other excipients furnished tablets with high hardness and long
disintegration times. However, granulates prior mixed with amide-lactose
produced tablets with better physical properties, such as hardness and friability
with acceptable values and adequate disintegration times.



Keywords: Tablets, secondary metabolites, galloilquinic acids, Copaifera

langsdorffii



1. INTRODUCAO

1.1 A FAMILIA LEGUMINOSAE

A familia Leguminosae Juss., cujo nome mais antigo é Fabaceae
Lindley, é a segunda maior das familias botanicas. A classificacdo mais
moderna da familia Leguminosae divide-se em trés sub-familias:
Caesalpinoideae, Mimosoideae e Papilionoideae (JUDD, et al., 1999).

Seu valor econdmico é representado pela producdo de alimentos de
consumo animal e humano, plantas medicinais, plantas ornamentais, fibras,
gomas e resinas, taninos, grande niumero de drogas vegetais, inseticidas, entre
outros (HEGNAUER & GRAYER-BARKMEIJER, 1993).

A familia tem uma distribuicdo cosmopolita, sendo abundante nas
regides tropicais, subtropicais. E mais escassa apenas na Antartida e Nova
Zelandia. Grande numero das leguminosas é adaptado a habitas aridos e semi-
aridos e muitas espécies sdo capazes de crescer em diferentes regimes de
temperatura (HEGNAUER & GRAYER-BARKMEIJER, 1993).

Dados quimiotaxonémicos demonstram a presenca de compostos que
dao caracteristicas a familia como acidos graxos de cadeia 20, 22 ou 24
carbonos nos Oleos das sementes; classes de compostos que se distribuem
homogeneamente pela familia como saponinas triterpénicas, taninos, gomas,
C15- e C20-terpendides, alcaléides quinozilidinicos; compostos com uma
distribuicdo mais aleat6ria como antraquinonas e alcalbides pirrolizidinicos; e
classe de distribuicdo mais homogénea como a dos flavondides. A taxionomia
das leguminosas tem evoluido principalmente devido ao estudo da classe dos
flavonoides, visto a importancia destes metabolitos secundarios e de sua
diversidade metabdlica nessa familia. Membros da familia Leguminosae
contém nado apenas flavonas e flavondis, que sédo flavondides comumente
encontrados em plantas de outras familias, mas produzem especialmente
chalconas, 2,3-diidroflavondides e flavanonas, além de flavondides que sao
raros em qualquer planta do reino vegetal como isoflavonodides, rotenoides, e
flavanas (HEGNAUER & GRAYER-BARKMEIJER, 1993).



1.2 O GENERO COPAIFERA

O género Copaifera L. pertence a familia Leguminosae Juss., sub-familia
Caesalpinioideae Kunth (VEIGA JR & PINTO, 2002).

Segundo a ultima edicdo do Index Kewensis (1996) o género Copaifera
possui 72 espécies distribuidas em regides tropicais da América Latina que se
estende do México ao norte da Argentina e também em regides tropicais da
Africa Ocidental. Destas, 16 espécies sdo somente encontradas no Brasil.

A origem do nome copaiba pode ser atribuida ao tupi “cupa-yba”, a
arvore de deposito, ou que tem jazida, em aluséo clara ao 6leo que guarda em
seu interior. As copaibeiras sdo arvores de crescimento lento, alcangam de 25
a 40 metros de altura, podendo viver até 400 anos. O tronco € aspero, de
coloracdo escura, medindo de 0,4 a 4 metros de diametro. As folhas sao
alternadas, pecioladas e penuladas. Os frutos contém uma semente avoide
envolvida por um arilo abundante e colorido. As flores sdo pequenas, apétalas,
hermafroditas e arranjadas em paniculos axilares (PIO CORREA, 1984; VAN
DEN BERG, 1982)

Popularmente conhecidas como “copaibeiras ou pau d’dleo”, as
copaibas sdo encontradas facilmente nas regides Amazo6nica e Centro-oeste
do Brasil. Entre as espécies mais abundantes, destacam-se: C. officinalis L.
(norte do Amazonas, Roraima, Colombia, Venezuela e San Salvador), C.
guianensis Desf. (Guianas), C. reticulata Ducke, C. multijuga Hayne
(Amazobnia), C. confertiflora Bth (Piaui), C. langsdorffii Desf. (Brasil, Argentina e
Paraguai), C. coriacea Mart. (Bahia), C. cearensis Huber ex Ducke (Ceard)
(ANDRADE, et al., 2000).

Quimicamente, o género Copaifera destaca-se por apresentar uma
enorme diversidade de metabdlitos secundarios. Estudos realizados com o 6leo
de copaibeiras revelam em grande maioria a presenca de sesquiterpenos e
diterpenos (BRAGA, 1998; MORIM, et al., 1999; PINTO, et al., 1997). Dentre os
diterpenos ja descritos na literatura, todos pertencem aos esqueletos caurano,
labdano e clerodano. (CASCON; GILBERT, 2000).



1.3 A ESPECIE Copaifera langsdorfii Desf.

Copaifera langsdorffii Desf. (Leguminosae-Caesalpinioideae) (Fig. 1)
possui 0s seguintes sinbnimos botanicos: Copaifera nitida Mart. ex Hayne e
Copaifera sellowii Hayne (TROPICOS, 2010), conhecidas popularmente como

“copaiba”.
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Figura 1 — A: Copaifera Iangsdorfﬁi medindo cerca de 7 m de altura; B: Folhas
e sementes de Copaifera langsdorffii.

As arvores de C. langsdorffii sGo grandes e crescem amplamente nas
regides norte e nordeste do Brasil, especialmente nos estados do Amazonas,
Para e Ceard (PAIVA, et al., 2002). Esta espécie € polinizada no periodo
diurno, com grande participacdo de Trigona sp e Apis mellifera. A biologia de
suas sementes foi estudada por diversos pesquisadores que abordaram desde
sua morfologia e anatomia, passando pela sua conservacdo e maturacéo
(EIRA, et al, 1992), até a germinacdo (BARBOSA, et al, 1992). Sua
identificagdo botanica é dificil, sendo realizada, na maioria das vezes, segundo
as caracteristicas das flores (VEIGA JR; PINTO, 2002).

Dos canais secretores localizados em todas as partes da arvore de C.
langsdorfii pode ser extraido um Gleo-resina, através de uma pequena incisao a
cerca de um metro de altura de seu tronco (VEIGA JR; PINTO, 2002). Este
6leo é considerado, na sua forma “in natura”, um valioso remédio na medicina
popular, sendo utilizado como anti-inflamatério e agente anti-infeccioso no
tratamento de varias condi¢cOes tais como: dores de garganta, infeccoes

urinaria e pulmonar (PAIVA, et al., 1998).


http://www.tropicos.org/Name/13028754
http://www.tropicos.org/Name/13048247

Estudos fitoquimicos sobre o Oleoresina desta espécie revelaram a presenca
de Oleos essenciais contendo principalmente sesquiterpenos como -
cariofileno, oxido cariofileno, B-elemano, curcumeno, entre outros (BRAGA, et
al., 1998) e uma mistura de diterpenos, sendo composta por cerca de 70 % de
acido caurendico e seus derivados (GRAMOSA et al., 1996). Recentemente, no
O0leo essencial das folhas de C. langsdorffii foram identificados, por
cromatografia de fase gasosa acoplada a espectrometria de massas CG/EM,
12 constituintes volateis: a-cubebeno, a-copaeno, B-elemeno, B-cariofileno, a-
bergamoteno, a-humuleno, germacreno D, biciclogermacreno, o&-cadineno,
germacreno B, globulol e a-cadinol (DE SOUSA, 2011). Muitos deles também
presentes no oleoresina e fracBes volateis deste 6leo. Sesquiterpeno e
diterpenos foram isolados do oleoresina (Fig. 2), dentre eles o acido copdlico,
gue em trabalho desenvolvido por Souza e cols. (2011) apresentou potencial

antimicrobiano, demonstrando ser o mais ativo contra bactérias cariogénicas.

Segundo Paiva, et al., (2004a e 2004b) estudos sobre as atividades biologicas
em animais com o 6leo de copaiba apresentaram atividades como efeito

protetor de colite aguda e de danos do intestino.
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Figura 2 - Sesquiterpeno e diterpenos isolados do Oleoresina de C.
langsdorffii: 6xido de cariofileno (1), &cido caurendico (2), acido copdlico (3),




acido 3-acetoxi-copalico (4), acido agatico (5), acido 3-hidroxi-copalico (6).
Adaptado de De Sousa (2011).

Dos extratos dos frutos e das flores de C. langsdorffi foram isolados os

diterpenos: acido caurendico, acido ent-labda-7,13-dien-15-0ico, acido 2-

(7) (8)

OH
hidréxi-ent-labda-7,13-dien-15-0ico, e os compostos: éter 2-hidroxifenilvinil

Figura 3 — Compostos isolados dos extratos das flores e dos frutos de C.
langsdorffii; acido ent-labda-7,13-dien-15-6ico (7), acido 2-hidroxi-ent-labda-
7,13-dien-15-6ico (8), 2-hidréxifenilvinil etilico (9), quercetina 3-O-a-L-
ramnopiranosideo (10). Adaptado de De Sousa (2011).

etilico (obtido do extrato dos frutos), e 3-O-a-ramnopiranosil-quercetina (obtido

do extrato das flores) (Fig. 3).



1.4 CROMATOGRAFIA CONTRACORRENTE

1.4.1 Conceito, funcionamento, vantagens e desvantagens

Cromatografia contracorrente (CCC) € uma forma de cromatografia de
particdo liquido-liquido, na qual a fase estacionaria liquida é retida no aparelho
sem a utilizacdo de suporte soOlido e a fase moével passa através desta
(BERTHOD, 1991). O principio da separacdo da amostra envolve a particao de
um soluto entre duas fases liquidas imisciveis, sendo a proporcéo relativa de
soluto que passa para cada fase determinada pelo seu respectivo coeficiente
de particdo (K) (MARSTON & HOSTETTMANN, 2006). Segundo Winterhalter
(2007) CCC €é uma versdo automatizada da extracdo liquido-liquido,
comparavel a repetidas particbes do analito entre duas fases liquidas imisciveis
por agitacao continua em funil de separacéo.

O modelo moderno de cromatografia contracorrente iniciou-se com 0s
trabalhos de Yoichiro Ito na década de 1970 (PAULI et al., 2008) e a técnica se
evoluiu rapidamente. Os modelos de aparelhos de CCC operam com base nos
principios: hidrostatico ou hidrodindmico. Os primeiros aparelhos desenvolvidos
baseavam-se em principios hidrostéticos, utilizando um Unico eixo de rotacdo e
de forma que a coluna estivesse perpendicular a forca gravitacional para
retencdo da fase estacionaria, promovendo campo de forca centrifuga
constante ao longo de toda a coluna. O sistema hidrodinamico utiliza dois eixos
de rotacéo, sendo a coluna um longo tudo enovelado que gira em dois eixos,
mimetizando o movimento planetario, promovendo campo de forca centrifuga
variavel ao longo da coluna. E em consequéncia deste fendmeno, obtém-se
zonas de mistura e de separacao das fases ao longo de toda coluna, obtendo-
se um numero superior de particdes como, por exemplo, nos aparelhos de
HSCCC — “High-speedy counter-current chromatography” (ITO, 1991; PAULI et
al., 2008).

Dentre algumas vantagens que a CCC possui quando comparada aos
meétodos de cromatografia solido-liquido podem ser citados (COSTA, 2009;
MARSTON & HOSTETTMANN, 2006; PAULI et al., 2008):

a) Versatilidade: quantidade e ampla faixa de polaridade da amostra,

sistemas de solventes compostos por iniumeros solventes em inUmeras



proporcdes e possibilidade de intercambiar a fase mével e estacionaria (eluicao
em modo normal ou reverso);

b) N&do adsorcdo da amostra, resultando em recuperacdo de toda a
amostra injetada e principalmente com minima possibilidade de modificacédo
quimica da amostra;

c) Eficiéncia na separagdo. Ainda que o numero de pratos tedricos nao
alcance os obtidos com CLAE, a relacao quantidade de fase estacionaria x fase
movel em uma coluna de CCC compensam;

d) Rapidez: separacdes podem ser feitas em poucas horas;

e) Economia: é necessario somente investimento inicial da compra do
equipamento, sem necessidade de adquirir colunas caras. Os sistemas de
solventes utilizados nas separacfes sdo solventes comuns e, em sua maioria,
usam agua. Além disso, os solventes séo utilizados em muito menor
quantidade quando comparados a técnicas classicas de cromatografia.

f) Previsibilidade e reprodutibilidade: a retencdo das substancias é
determinada pelo coeficiente de particéo.

No entanto, alguns problemas sdo comuns com relagdo ao uso da CCC
como a formagdo de emulsbes no interior da coluna, especialmente na
separacdo de misturas complexas como extratos de produtos naturais. Como
outra desvantagem, pode-se citar a dificuldade na concentracdo das amostras
eluidas em fase moével aquosa, quando for o caso, mas o que também néo
difere nesse sentido da cromatografia de alta eficiéncia preparativa em fase

reversa.

1.4.2 Escolha do sistema de solventes

O sistema de solventes constitui um sistema bifasico que seréa utilizado
como a fase movel e a fase estacionaria na CCC. A escolha de um sistema de
solventes apropriado para a amostra a ser separada é o passo mais importante
na CCC e, evidentemente, 0 sucesso da separacdo depende dessa escolha.
Esta etapa pode representar até 90 % do tempo gasto em um experimento
realizado em CCC (PAULI et al., 2008).

Dados da literatura sugerem algumas alternativas para se iniciar a

escolha do sistema de solventes apropriado a amostra a ser utilizada. Dentre



elas podem ser citadas: a busca na literatura por familias de sistemas de
solventes, seguida de otimizacdo da proporcdo dos solventes (OKA et al.,
1991; PAULI et al., 2008); busca na literatura por artigos que relatem o
isolamento de substancias similares por CCC; a consulta de tabelas de
sistemas de solventes apropriadas para separacdo de determinadas classes de
compostos (ITO, 2005; SEGER et al.,, 2006); a utilizacdo de diagramas
ternarios que indicam a composicdo exata das fases estacionaria e movel e
permitem o preparo independente de cada uma (FOCAULT, 1994); e a
utilizacao de tabelas do ‘melhor solvente’, onde primeiro deve ser escolhido um
solvente no qual a sua amostra é totalmente sollivel e entdo este sera repartido
entre outros dois solventes imisciveis entre si e misciveis no ‘melhor solvente’
(FOCAULT, 1994; FOCAULT & CHEVOLOT, 1998). Alternativa pouco descrita
na literatura para escolha do sistema de solventes se fundamenta na
solubilidade da amostra e na imiscibilidade dos solventes. Os solventes em que
a amostra seja mais soluvel devem estar preferencialmente um em cada fase
do sistema bifasico e os solventes que néo solubilizam a amostra geralmente
sdo adicionados ou como agentes de seletividade das fases do sistema ou
como agentes que proporcionar&o imiscibilidade ao sistema, caso os solventes
que melhor solubilizem a amostra sejam misciveis. Os agentes de seletividade
tém suas propor¢cdes modificadas para “empurrar’ ou “puxar’” a amostra ou
compostos de interesse de uma fase para outra dependendo do modo (normal
ou reverso) de separacao desejado (BROWN, 2010). Na separacédo de extratos
de produtos naturais, esta concepcao pode ser uma excelente alternativa, pois
o sistema de solventes sera obtido levando em conta as particularidades da
amostra (solubilidade, presenca de compostos hidrofébicos ou hidrofilicos,
presenca de agentes emulsificantes, dentre outras) e objetivando a separacao
dos compostos de interesse.

O sistema de solventes adequado deve satisfazer algumas condicGes
béasicas (COSTA, 2009; MARSTON & HOSTETTMANN, 2006):

a. O sistema deve ser preferencialmente bifasico, podendo em alguns
casos ser trifasico;

b. A amostra deve ser estavel e soltvel no sistema;

c. O tempo de separagcdo das fases apds agitacdo (tempo de

decantacdo) deve ser inferior a 30 s. Esse tempo geralmente tem estreita



relacdo com a retencdo da fase estacionaria, melhorando a retencdo quanto
menor for o tempo de decantacéo;

d. O coeficiente de particdo (K) das substancias deve estar na faixa de
0,5< K < 2,0 e o fator de separagédo (a = K2/K1, K2 > K1) entre duas
substancias deve ser superior a 1,5 para garantir uma separacao eficiente
(ITO, 2005);

e. Quanto mais proximos da proporcéo 1:1 forem os volumes da fase

superior e inferior do sistema de solventes, menor € o desperdicio de solvente.

1.5 DESENVOLVIMENTO FARMACOTECNICO DE COMPRIMIDOS A
PARTIR DE EXTRATOS VEGETAIS

Considerando-se as diferentes formas farmacéuticas liquidas, solidas e
semi-soélidas dos fitoterapicos, destaca-se o interesse da industria farmacéutica
pelos extratos vegetais secos por apresentarem maior estabilidade, diminuindo
a infestacdo e crescimento microbiolégico, bem como as degradacdes fisicas e
quimicas, além da facilidade de manuseio, transporte e armazenamento
(ROCHA, et al., 2010; SONAGLIO et al, 2000). Dentre os principais métodos
para a obtencdo de extratos secos encontram-se a liofilizacdo, a secagem em
leitos fluidizados e a secagem por nebulizacdo. Devido ao alto custo da
primeira € recomendado verificar a possibilidade de uso das duas ultimas.
Modificando-se algumas caracteristicas do processo de secagem é possivel
alterar e controlar as seguintes propriedades do pdé produzido: aparéncia,
tamanho das particulas, distribuicdo do tamanho, densidade aparente,
densidade da particula, porosidade, fluidez, estabilidade, dispersao,
friabilidade, retencdo de atividade, aroma e sabor (MASTERS, 1985). E
possivel alterar também a solubilidade de alguns farmacos pelo uso de
adjuvantes (LEUNER e DRESSMAN, 2000).

No processo de secagem dos liquidos e suspensdes dos extratos, o
solvente do material € removido e o material seco é produzido ou como pé ou
como uma massa seca friavel, dependendo do método usado. Dentre todos o0s
tipos de equipamentos para secagem, somente alguns poucos admitem a
alimentacdo direta de liquidos e a descarga direta do p6. A escolha mais

comum dentre estes € o "spray-dryer" (MASTERS, 1985) que tem como



vantagens ser altamente versatil e produtivo. Extratos vegetais secos por
nebulizacdo tém sido utilizados como produtos finais e intermediarios na
obtencdo de granulados, capsulas, comprimidos, pomadas entre outros. A
técnica de secagem por aspersao “Spray-Drying” tem sido bastante empregada
com o intuito de se obterem produtos intermediarios com maior concentracao
de constituintes quimicos e com melhores caracteristicas tecnolégicas. Os
produtos apresentam vantagens relacionadas com a homogeneidade de
distribuicAo dos constituintes da preparacdo e maior estabilidade fisica
(VASCONCELOS et al., 2005).

Além disso, a otimizacdo dos parametros de secagem como
temperaturas de entrada e de saida e velocidade de fluxo de alimentacgéo,
concentracdo e tipo de adjuvante tecnolégico, bem como os teores de soélidos
do extrato fluido a nebulizar sdo fatores indispensaveis para obtencédo de
extratos secos com melhores caracteristicas fisico-quimicas e aumento do
rendimento da operacdo (PAULA et al., 1998). E o uso de adjuvantes
tecnoldgicos influencia de maneira decisiva no aumento do rendimento do
processo de secagem (MASTERS, 1985).

As formas farmacéuticas sélidas orais sdo amplamente utilizadas dentro
da categoria de medicamentos fitoterapicos, sendo a maior parte, administrada
sob a forma de comprimidos. Estes apresentam vantagens em relacdo as
formas farmacéuticas liquidas com relacdo a estabilidade quimica, fisica e
microbiolégica e podem ser produzidos em larga escala por processos bem
estabelecidos e robustos. Além disso, séo leves, compactos, apresentam maior
precisado da dose e sdo bem aceitos pela populacéo.

Os comprimidos podem ser produzidos por compressdo direta, que
envolve apenas trés estagios: a pesagem dos pés que compdem a formulacéo,
a mistura destes e a compressao (PRISTA et al., 1995), ou passando por um
tratamento prévio que consiste no preparo de granulos ou granulados, que séo
aglomerados de p6 ou particulas finas na forma de grdos ou granulos de forma
irregular e com aspecto homogéneo que apresentam dentre outras vantagens
melhores caracteristicas de fluxo e compactacdo (AULTON, 2005). E de acordo
com 0s passos tecnolégicos, os processos de granulacdo podem ser
didaticamente divididos em granulagéo por via seca e granulacdo por via Umida
(COUTO, et al.,, 2000; LACHMAN et al., 1970) As etapas envolvidas na



elaboracdo dos comprimidos podem ser resumidas didaticamente como
descritas na Tabela 1.

O método de compressdo direta apresenta algumas vantagens
importantes como baixo custo de producdo, processo a seco envolvendo
menos etapas, menos energia e tempo além da obtencdo de comprimidos com
baixo tempo de desintegracdo (SA BARRETO & CUNHA-FILHO, 2009).

Tabela 1 — Etapas comumente requeridas em varias técnicas de granulacao e
compressao direta

Etapas do i

Umida Seca Direta
processo
Matéria prima X X X
Pesagem X X X
Mistura X X X
Compressao X
Massa umida X
Triturar/Tamisar X
Secagem X
Tamisacéo X X
Mistura X X
Compresséao X X X

Tabela adaptada de Lachman e cols. (1970).

No entanto, estima-se que menos de 20% dos materiais farmacéuticos
sdo capazes de serem submetidos a um processo de compressdo direta na
forma como sdo comercializados, devido a propriedades de fluxo, coeséo ou
lubrificacdo insatisfatérias (GOHEL & JOGANI, 2005). Extratos de plantas
medicinais secos por “spray drying” de extratos de plantas medicinais sao
muito finos, leves e de baixa fluidez e compressibilidade, além da alta
higroscopicidade. A granulagéo € a técnica mais frequentemente usada para
melhorar as propriedades tecnoldgicas dos extratos vegetais secos por “spray
drying”, no entanto, por apresentarem elevada higroscopicidade, o processo
por via umida com a adi¢cdo de solugbes aquosas podem formar uma massa
pegajosa, 0 que inviabiliza a granulacdo (SOARES, et al., 2005b; MININA, et
al., 1996).



Para controlar a qualidade dos granulos, sdo necessarias analises fisico-
quimicas e/ou farmacotécnicas como tamanho, forma, umidade, caracteristicas
de fluxo, dentre outras (PRISTA et al, 2002). De forma semelhante, analises
fisico-quimicas devem ser realizadas como forma de avaliar a qualidade dos
comprimidos produzidos tais como tamanho, forma, peso médio, dureza,
friabilidade, desintegragéo e dissolucdo (FARM. BRAS. 5 Ed., 2010; Lachman
et al., 1970).

1.6 PERPECTIVAS A PARTR DO EXTRATO HIDROALCOLICO DAS FOLHAS
DE Copaifera langsdorffii (Desf.)

Os trabalhos realizados sobre C. langsdorffii estdo, em sua maioria,
relacionados com o 6leo que € exsudado do tronco destas arvores ou com a
fracdo volatil obtida desse produto. Apesar de existirem inimeros trabalhos
publicados abordando as utilizacdes e aplicagdes do 6leo-resina e de seus
volateis, estudos sobre a composicao quimica e atividade biolégica de extratos
das folhas ainda séo escassos. No entanto, desde 2007, estudos a partir do
extrato hidroalcodlico das folhas de C. langsdorffii tém sido realizados no
Laboratorio de Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Ribeirdo Preto.

Souza (2011) isolou dois flavonoides majoritarios a partir do extrato
hidroalcoolico de C. langsdorffii: canferol-3-O-a-L-raminopiranosideo e
quercetina-3-O-a-L-raminopiranosides (Fig. 4), que foram utilizados como
padrdes cromatograficos para o desenvolvimento e validagdo de método
analitico para as espécies de C. langsdorffi. Além destes, outros quatro
compostos foram obtidos a partir do extrato: acido caurendico (Fig. 2), 6xido de
cariofileno (Fig. 2), acido 2-hidréxi-ent-labda-7,13-dien-15-6ico (Fig. 3), e

caurenol (Fig. 4).



(10) R = OH
(12)R=H

(11)

Figura 4 — Compostos isolados a partir do extrato hidroalcodlico das folhas de
C. langsdorffii: caurenol (11), quercetina-3-O-a-L-raminopiranosideo (10) e
canferol-3-O-a-L-raminopiranosideo (12).

Em estudos prévios de atividade biologica realizados por Brancalion
(2010), o extrato hidroalcodlico das folhas de C. langsdorffii demonstrou
propriedade antilitiase em ensaios “in vivo” com ratos. Recentemente, foi
solicitado o registro de depésito de patente junto ao INPI: Pl 04088br,
“Processo de obtencao e utilizacdo de extratos, fracdes e substancias isoladas
de espécies de copaifera no tratamento da litiase urindria em seres humanos e
em animais”. Esta patente ainda precisa ser fortalecida com novas informacgdes
imprescindiveis tais como: constituintes quimicos presentes no extrato ativo,
metodologia analitica validada, tecnologia de obtencdo da forma farmacéutica,
resultados de eficacia pré-clinica para o extrato bruto, fracdes e substancias

isoladas, bem como os resultados dos ensaios clinicos. Com relacéo a eficacia,



0 protocolo para realizacdo do estudo clinico fase Il foi devidamente aprovado
pelo comité de ética para pesquisa com seres humanos e os resultados
preliminares obtidos indicam o potencial do extrato hidroalcodlico das folhas da
espécie em questdo para o tratamento da urolitiase. Todavia, esses ensaios
foram realizados com amostras obtidas na universidade e, portanto, serdo
refeitos com base na legislacao vigente, para qual ha necessidade de producédo
dos lotes pilotos em empresa farmacéutica. Neste contexto, € que considero a
importancia de estudos fitoquimicos para o conhecimento do perfil metabdlico
desse extrato e o isolamento e identificacdo de seus principais metabdlitos
secundéarios com vistas a obtencdo de outros padrdes cromatograficos que
deverdo ser disponibilizados para realizacdo dos ensaios biol6gicos e/ou
bioquimicos pré-clinicos a serem realizados por outros pesquisadores do
grupo, bem como para serem utilizados na quantificacdo por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE).

Considerando a produ¢cdo de um medicamento fitoterapico de qualidade,
a matéria prima e o processo de extracdo devem ser padronizados com as
condicBes otimizadas para a obtencdo de um extrato que apresente maior
rendimento. E tendo em vista as vantagens da secagem deste extrato
utilizando técnicas como aspersao ou “spray drying” para o preparo de
intermediarios de diferentes formas farmacéuticas, bem como a aplicabilidade
da técnica em processar diferentes tipos de matéria prima tanto sensiveis
quanto resistentes ao aquecimento, € de grande importancia a otimizacdo
desse processo para producdo de um intermediario com caracteristicas
adequadas para o desenvolvimento de comprimidos de extrato de C.
langsdorffii.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a composi¢cao quimica das folhas de C. langsdorffii, visando
enriquecer e contribuir para o conhecimento da quimica desse género, e
realizar estudo da extracdo e secagem do extrato hidroalcodlico para producdo

de intermediarios farmacéuticos na forma sélida e formula¢cdo de comprimidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter o perfil quimico (impresséo digital) do extrato hidroalcodlico e fracbes
de C. langsdorffii por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em

modo reverso.

e Submeter o extrato a diferentes técnicas cromatograficas visando o
isolamento de compostos majoritarios e minoritarios, com base no peffil
cromatografico, e identificar suas estruturas quimicas com o auxilio de

técnicas espectroscopicas.

e Realizar estudo do processo de extracdo objetivando maior rendimento
do extrato das folhas de C. langsdorffii para producédo de intermediarios

farmacéuticos.

¢ Realizar estudo do processo de secagem do extrato hidroalcodlico de C.
langsdorffii em “spray dryer” para produgcdo de intermediario

farmacéutico na forma de p6 com baixo teor de excipientes.

e Produzir comprimidos contendo alto teor de extrato hidroalcodlico de C.
langsdorffii avaliando sua qualidade com relacdo as variaveis fisicas

(peso médio, tamanho, friabilidade, dureza e desintegracao).



3. CONCLUSOES

- O perfil cromatografico do extrato das folhas de C. langsdorffii e fracdes, bem
como o rendimento das fracdes demonstraram que o extrato é majoritariamente

constituido de substancias polares;

- Os compostos 1 e 2 identificados como quercetina-3-O-a-L-raminopiranosideo
e canferol-3-O-a-L raminopiranosideo, respectivamente, foram isolados da
fracdo em AcOEt em coluna classica de silica gel, seguido de purificagdo em
CLAE-PREP e obtidos por separacdo em HSCCC com rendimento superior;

- O isolamento dos compostos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 foi realizado a partir da
fracdo aquosa por cromatografia em coluna utilizando gel de sephadex LH-20 e
HSCCC, seguido de purificagdo em CLAE. Os compostos 4, 6, 9 e 10 foram
identificados e pertencem a classe dos acidos galoilquinicos, correspondendo
ao acido 6’-,4”-dimetoxi-3,4-di-O-galoilquinico; acido 6’’-metéxi-3,4,5-tri-O-

galoilquinico; acido 4’,4’”-dimetoxi-3,4,5-tri-O-galoilquinico; e acido 4-metoxi-3-
O-galoilquinico, respectivamente. Esses dados contribuem de maneira
significativa para o conhecimento do pefil quimico e potencial biolégico da

espécie;

- O estudo da extracdo das folhas de C. langsdorffi revelou trés métodos com
maiores rendimentos: a) maceracdo exaustiva utilizando etanol:dgua 1:1 (15
mL — 3x) com 2g de droga vegetal, b) maceracdo exaustiva utilizando
etanol:agua 9:1 (15 mL — 3x) com 2g de droga vegetal; c) extracdo simples
utilizando etanol:agua 7:3 (45 mL) com 3g de droga vegetal, sendo este ultimo

o método de escolha para produgéo do extrato avaliado no estudo de secagem;

- Os experimentos do estudo da secagem do extrato das folhas de C.
langsdorffi ndo demonstraram diferencas estatisticamente significativas. As

particulas obtidas tiveram tamanho médio entre 104 pm a 159 um e



propriedades de fluxo ruins, inviabilizando a utilizacdo de compressao direta

para producao de comprimidos;

- O experimento de secagem que continha maior teor de extrato seco (75%),
temperatura inferior (60°C) e 25% de adjuvantes Maltodextrina:Aerosil (1:1) foi
reproduzido em maior escala com adi¢do prévia a secagem de 2% de polivinil
pirolidona para granulacao por via Umida, obtendo-se granulados com tamanho
de particulas entre 500 um e 617 um, com excelentes caracteristicas fisicas e

propriedades de fluxo;

- Comprimidos de 550 mg contendo granulos do extrato seco por “spray
drying”(GESD), produzidos em maquina compressora apresentaram
propriedades fisicas inadequadas (dureza > 130N e tempos de desintegracao
acima de 90 min). Os comprimidos de 600 mg produzidos a partir das misturas
do GESD ao GAL contendo ao final quantidades de extrato 60,2% ou 65,7%,
embora sem diferencas estatisticamente significativas ente si com relacdo as
variaveis fisicas, tiveram vantagens farmacotécnicas (dureza e friabilidade

aceitaveis e tempo de desintegracdo proximos aos valores recomendados);

- Adequacbes simples no processamento dos comprimidos podem ser
realizadas como a reducdo na forca de compressdo, para producdo de
comprimidos de qualidade e com teor de extrato de C. langsdorffii adequado a
utilizac@o nos ensaios clinicos futuros. Destaca-se, ainda, a importancia de se
realizar a etapa de revestimento objetivando melhorar os aspectos

organolépticos e estéticos dos comprimidos.
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