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RESUMO

GOMES, M. M. Microparticulas de quitosana contendo extrato de Doliocarpus dentatus:
validacdo de método analitico para determinacdo de marcador no extrato e
desenvolvimento das microestruturas. Brasilia, 2018. Monografia (Bacharelado em
Farmacia). Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2018.

A “Doliocarpus dentatus” é uma espécie de planta medicinal pertencente a familia
Dilleneaceae, popularmente conhecida como cipd-caboclo-vermelho e é comumente
encontrada nas regides de floresta tropical e algumas areas de cerrado. Estudos anteriores
do grupo de pesquisa determinaram que um dos principais compostos presentes no extrato
etanolico de folhas de D. dentatus sdo compostos fendlicos e, dentre os principais, o acido
betulinico. Esse composto isolado destaca-se pela suas atividades biologicas e
farmacoldgicas tais como antimalarica, anti-inflamatoria e antineoplasica. Para que o
extrato dessa espécie dé origem a um medicamento, € necessario desenvolver uma
formulacdo que seja eficaz e segura, garantindo que o marcador esteja disponivel no local
de agdo. Nesse sentido, foram desenvolvidas microparticulas do polimero quitosana
contendo o extrato etanolico das folhas de D. dentatus pelo método de secagem por spray
dryer. A morfologia das particulas foi observada utilizando um Microscopio Eletrénico
de Varredura. O tamanho das particulas foi medido por técnica de espalhamento de luz.
As microparticulas obtidas possuem forma esférica e superficie irregular. Apresentaram
uma distribuicdo de tamanho entre 8,7 e 8,9 um com alto indice de polidispersividade
sugere que a distribuicdo do tamanho de particula ndo é homogénea. Tambeém neste
trabalho, um método por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizado para a
analise do marcador do extrato, o &cido betulinico. O marcador foi analisado utilizando-
se uma coluna C1g (300mm x 3,9mm x 10um). A fase mével foi composta por acetonitrila
e agua (95:5 v/v) a um fluxo de 0,5 mL/min. O comprimento de onda de deteccdo foi de
210 nm a temperatura de 30°C. Linearidade foi obtida para uma faixa de 2,5 a 40 pg/mL
(r* 0.992). Para os ensaios intra e inter dia o coeficiente de variacdo foi menor que 5%.
Este método utilizado para a validacdo do marcador apresentou seletividade e
sensibilidade, apresentando-se como um método vantajoso e confidvel para a realizacao
dos estudos propostos. O método de encapsulacdo mostrou-se adequado para a preparacdo
de microparticulas de quitosana contendo o extrato, mesmo apresentando baixos
rendimento e eficiéncia de encapsulacéo.

Palavras-chave: Doliocarpus dentatus, Acido betulinico, validagdo analitica,
microparticulas, quitosana.



ABSTRACT

GOMES, M. M. Chitosan microparticles containing Doliocarpus dentatus extract:
validation of analytical method for determination of marker in extract and development
of microstructures. Brasilia, 2018. Monograph (Bachelor of Pharmacy). Faculty of Health
Sciences, University of Brasilia, Brasilia, 2018.

The "Doliocarpus dentatus™ is a medicinal plant belonging to the family Dilleneaceae,
popularly known as red cabbage-cip6 and is commonly found in tropical forest regions
and some cerrado areas. Previous studies of the research group have determined that one
of the main compounds present in the ethanolic extract of leaves of D. dentatus™ are
phenolic compounds and among the main ones betulinic acid. This isolated compound
stands out for its biological and pharmacological activities such as antimalarial, anti-
inflammatory and antineoplastic. For the extract of this species to give rise to a drug, it is
necessary to develop a formulation that is effective and safe, ensuring that the marker is
available at the site of action. In this way, microparticles of the chitosan polymer
containing the extract of the leaves of D. dentatus were developed by the spray dryer
drying method. Particle morphology was observed using a Scanning Electron
Microscope. Particle size was measured by light scattering technique. The obtained
particles have spherical shape and irregular surface. They presented a size distribution
between 8.7 and 8.9 um with high polydispersity index suggesting that the particle size
distribution is not homogeneous. The process yield and encapsulation efficiency were
from 24.37% to 60.26%. Also in this work a high performance liquid chromatography
method was used for the analysis of the betulinic acid marker. The marker was analyzed
using an Allcrom Cig column (300mm x 3.9mm x 10um). The mobile phase was
composed of acetonitrile and water (95: 5 v/v) at a flow rate of 0.5 mL/min. The detection
wavelength was 210 nm at a temperature of 30° C. Linearity was obtained for a range of
2.5 and 40 pg/mL (r? 0.992). For intra and inter-day tests the coefficient of variation was
less than 5%. This method used for the validation of the marker presented selectivity and
sensitivity, presenting itself as an advantageous and reliable method for carrying out the
proposed studies. The encapsulation method proved to be suitable for the preparation of
chitosan microparticles containing the extract, even though it had low yield and
encapsulation efficiency.

Key words: Doliocarpus dentatus, Betulinic acid, analytical validation, microparticles,
chitosan.
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1. INTRODUCAO

Doliocarpus dentatus € uma espécie de planta que pertencente a familia
Dilleneaceae. Popularmente conhecida como cipo-caboclo-vermelho, e comumente é
encontrada nas regides de floresta tropical como por exemplo a Amazénia e algumas areas
de cerrado. Na etnofarmacologia destaca-se a utilizacdo de infuséo de ramos jovens e raizes
da D. dentatus como diurético, laxante e no combate a cistites (RODRIGUES;
CARVALHO, 2001). Além disso, a planta possui também atividade no frente ao
Mycobacterium tuberculosis, causador da tuberculose em humanos (APONTE, et al. 2008).

Estudos anteriores, realizados por um grupo de pesquisa parceiro, determinaram que
0s principais compostos presentes no extrato etandlico de folhas de D. dentatus séo
compostos fendlicos tais como: flavonoides e taninos, e dentre as principais substancias
isoladas estdo o acido betulinico, o betulin e a flavona (ISHIKAWA et al., 2017). Esses
compostos foram objeto de diversos estudos bioldgicos e apresentaram atividade
imunomodulatéria, anti-hipertensiva, diurética, anticoagulante, mostrando um grande
potencial para desenvolvimento de novos farmacos (JAGESSAR, et al. 2013).

O écido betulinico é um triterpeno pentaciclico amplamente distribuido no reino
vegetal. Suas fontes tradicionais sdo espécies europeias do género Betula, que produzem seu
alcool precursor, a betulina (FRIGHETTO et al., 2005). De acordo com a literatura, o acido
betulinico é conhecido como um ativo de importante valor e um dos principais compostos
encontrado no extrato etandlico das folhas de D. dentatus (SAUVAIN et al.,1996;
JAGESSAR et al., 2013). Esse triterpeno apresenta uma variedade de atividades bioldgicas
e farmacoldgicas, dentre elas pode-se citar as atividades antimalarica, anti-inflamatéria e
antineoplasica (YOGEERSWARI; SRIRAM, 2005).

Para que o extrato desta espécie possa compor novos medicamentos, € importante o
desenvolvimento de um método analitico seletivo, sensivel e confidvel para determinacéo
do seu componente majoritario, que € o &cido betulinico mesmo na presenca de todos 0s
componentes do extrato e interferentes que estardo na formulagdo, como a quitosana. O
sistema de cromatografia nas condi¢Ges em que é usado, promove a obtencdo de resultados
com a qualidade exigida e de modo que, a dosagem do analito presente na amostra seja mais
facilmente alcancado por seletividade (SARGACO, 2013; GONZALES, HERRADOR,
2007).



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo desenvolver e caracterizar microparticulas de
quitosana encapsulando o extrato etanolico das folhas de D. dentatus. Para dar suporte ao
desenvolvimento, o trabalho também teve como objetivo desenvolver e validar um método
analitico por CLAE-UV capaz de quantificar o acido betulinico no extrato de D. dentatus e

no sistema microparticulado.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Dosar os compostos fendlicos no extrato etandlico das folhas de D. dentatus;

e Desenvolver e validar metodologia analitica para quantificacdo de acido betulinico;

e Obter microparticulas de quitosana encapsulando o extrato de D. dentatus;

e Caracterizar as microparticulas obtidas quanto ao rendimento de obtencéo, tamanho,
potencial zeta (mV), morfologia (Microscopia Eletronica de Varredura — MEV) e
eficiéncia de encapsulacao (EE);

e Avaliar o perfil de liberacéo in vitro do &cido betulinico a partir das microparticulas.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. DOLIOCARPUS DENTATUS

Doliocarpus dentatus é uma espécie pertencente a familia Dilleneaceae,
popularmente conhecida como “cipd-caboclo-vermelho” ou “cip6 de fogo”, e € comumente
encontrada nas regides de florestas tropicais como por exemplo a do México, Peru, Bolivia
e no Brasil, na Amaz6nica. Também pode ser encontrada em algumas regides de cerrado e
em ecossistemas como a Mata Atlantica (APONTE et al., 2008; BIANKI FILHO et al.,
2015). Na etnofarmacoldgia destaca-se a utilizacdo de infusdo de ramos jovens e raizes da
D. Dentatus, sendo indicado como diurético, laxantes e no combate a cistites (RODRIGUES,
2007; CARVALHO, 2001).

Figura 1. Estruturas de D. dentatus (A) Folhas de D. dentatus (B) (imagens disponiveis em:
https://herbariovaa.org/collections/individual/index.php?occid=2772783, acesso em 01/10/2018).




Um grupo de pesquisa parceiro, realizou um estudo fitoquimico do extrato etandlico
das folhas de D. Dentatus e constatou a presenca de compostos fendlicos (204,04 mg/g) —
flavonoides (89,17 mg/g) e taninos (12,05 mg/g) — bem como de sitosterol-3-O-D-
glucopiranédsido, kaempferol 3-O-L-aminopiranosideo, acido betulinico e betulin no extrato
etandlico das folhas de D. dentatus (EEDd) (ISHIKAWA et al., 2017).

Estudos fitoquimicos com diferentes extratos etanolicos do caule da planta isolaram
varios compostos quimicos como fendis e flavondides que foram objetos de diversos estudos
bioldgicos apresentando resultados como atividades imunomodulatoria, anti-hipertensiva,
diuréticos, anticoagulantes e reducdo do risco cardiovascular, mostrando um grande
potencial para desenvolvimento de novos farmacos (JAGESSAR, et al. 2013). Além disso,
foram apresentadas atividades citotdxicas contra diversas células tumorais humanas e
antimicrobiana frente a Mycobacterium tuberculosis, microrganismo de grande relevancia
clinica e responsavel pela tuberculose (APONTE, et al. 2008).

Estudos in vitro sobre a atividade bioldgica de D. dentatus demonstraram agao anti-
Leishmania (SAUVAIN et al., 1996), antimicrobiana frente a cepas de Escherichia coli,
Klebsiela pneumoniae e Staphylococcus aureus (JAGESSAR e PERSID, 2014; ISHIKAWA
etal., 2017), anti-inflamatdria (ISHIKAWA et al., 2017) e citotdxica em células leucémicas
da linhagem K562 (APONTE et al., 2008). Além disso, demonstrou-se recentemente que 0
EEDd ndo causa danos gendmicos e cromossémicos, 0 que sugere seguranga Nno uso
(ISHIKAWA et al., 2017).

3.2. ACIDO BETULINICO

O é&cido betulinico, ou acido 3B-hidroxi-lup-20(29)-en-28-6ico (Figura 2) é um
triterpeno pentaciclico do tipo lupano amplamente distribuido no reino vegetal. Suas fontes
tradicionais sao espécies europeias do género Betula (Betula sp., Betulaceae), que produzem
seu alcool precursor, a betulina (FRIGHETTO et al., 2005). Também foi encontrado em
especies dos géneros Ziziphus (sp., Rhamnaceae), Syzygium (sp., Myrtaceae), Diospyros
(sp., Ebenaceae) e Paeonia (sp., Paeoniaceae). O composto esta presente na espécie D.
dentatus como como derivados glicosilados (MOGHADDAM et al., 2012) e a purificagéo
do composto pode ser realizada através de uma combinacdo de diferentes métodos

cromatograficos.



Figura 2. Estrutura quimica do &cido betulinico (imagem disponivel em: https://www.sigmaaldrich.com,
acesso em 01/10/2018).

De acordo com a literatura, o &cido betulinico é conhecido como um ativo importante
encontrado em diversas plantas, além de ser um dos principais compostos encontrado no
EEDd (SAUVAIN et al.,1996; JAGESSAR et al., 2013). Esse triterpeno apresenta uma
ampla variedade de atividades bioldgicas e farmacoldgicas, dentre elas pode-se citar as
atividades antimalarica, anti-inflamatoria e antineoplésica (YOGEERSWARI; SRIRAM,
2005). A atividade anticancer do &cido betulinico se destaca visto que, apesar de seu
potencial citotdxico contra as células tumorais, ele parece ndo ser ativo nas células normais
(FULDA; KROEMER, 2009).

3.3. METODOS CROMATOGRAFICOS PARA QUANTIFICACAO DE
ACIDO BETULINICO

Na literatura, diferentes métodos que descrevem a determinacdo das concentracdes
de acido betulinico em espécies vegetais, sdo relatados. A cromatografia liquida de alta
eficiéncia - HPLC é uma das técnicas mais utilizadas. Conforme a Tabela 1, pode-se observar
que o &cido betulinico é alvo de estudos para diversas vertentes de pesquisas justificando o

alto interesse académico por suas atividades biologicas (SOICA et al., 2012).



Tabela 1. Métodos cromatograficos utilizados para quantificagdo de acido betulinico

Fase movel Fluxo -
Autor Coluna Solvente ' Aplicacéo
(volume/volume) (mL/min)
HOLONEC et al., LC 18 Acetonitrila : agua Metanol / HCI . Avaliar o teor em cascas de bétula
(2012) (250 4.6 mm X 5 um) (9:1) (viv) (95:1) nas florestas da Romenia.
OLIVEIRA; L Hexano / Demonstrar que a casca de D.
C18 Acetonitrila : agua o ) ) )
SANTOS; cloroférmio 1,00 schottianus € uma importante fonte
_ (250 4.6 mm x 5 um) (9:1) (viv) o o
ESPINDOLA ( 2002) (9:1) de acido betulinico.
Solugdo de Ac. _
SB-C18 . . Analisar o teor em extrato de casca
Formico 0.4%: Metanol / 4gua ) o
SOICA et al., (2012) (100 3.0 mm x 3.5 -* de bétula, bem como sua atividade
metanol (50:50) o
mm) citotoxica.
15/85 (v/iv)
L ) Determinacéo simultanea de
ZHAO; YAN; CAOQ, C18 Acetonitrila : agua Metanol / 4gua ) o o
1,00 betulina e &cido betulinico na casca
(2007) (250 4.6 mm x 5 um) (86:14) (v/v). (95:5) )
de bétula branca.
o Producéo de grandes quantidades
C18 Acetonitrila : agua o .
HAJATI et al., (2018) Metanol 1,00 de Betulin e &c. betulinico para
(150 4.6 mm x 5 mm) (86:14) (viv)

drogas anticancer e HIV.

*Nao foi possivel identificar o fluxo no artigo referéncia



3.4. MICROPARTICULAS

Os sistemas de administragdo de farmacos micro e nano particulados tém
demonstrado vantagens no aumento de estabilidade de biomoléculas, possibilidade de se
obter uma liberacdo direcionada (vetorizacdo) ao seu alvo de acdo, possibilidade de
controle/sustentacdo da liberacdo dessas moléculas, de modo a reduzir os efeitos adversos
causados nas terapias, entre outras (OLIVEIRA et al, 2017).

As microparticulas poliméricas apresentam-se como estruturas sélidas e esféricas,
que contém o farmaco disperso em uma matriz polimérica macica, em que o farmaco podera
estar retido em sua superficie e/ou distribuido uniformemente dentro da microparticula
(SILVA et al., 2003; STORPIRTIS et al., 2009). Geralmente séo feitas com polimeros que
podem ou ndo ser biodegradaveis (GELFUSO, 2011) e possui versatilidade de aplicacgdo,
podendo ser dirigidas para as mais diversas vias de administracdo. Por exemplo, quando
dirigidas para liberacdo pulmonar, as microparticulas precisam estar em uma faixa ideal de
tamanho compreendida entre 1 um e 5 pum, tamanho viavel para atingirem os alvéolos
pulmonares apos inalacdo (OLIVEIRA, 2017), conforme pode ser observado no esquema

apresentado na Figura 3.

Regido orofaringea

(boca e nariz)
10-30 pm
N ; .
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5-10 um '
\

Bronquiolos ?}, Alvéolos
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> Regido respiratdria

= P D <5 pum
" Bronquiolos

Figura 3. O tamanho da particula ser determinante com local de deposicdo no trato respiratorio. Adaptada de
Manca (2009).



Algumas das vantagens das microparticulas polimeéricas como sistemas de liberacdo
de farmacos, incluem-se o direcionamento do farmaco para o seu sitio de acdo (MARTINAC
et al., 2005) além da possibilidade de sustentar, controlar e modificar a forma de liberagédo
do farmaco (MORAIS, 2011). As caracteristicas dos polimeros como a possibilidade
de incorporacdo de outros ligantes em sua superficie conferem propriedades especiais as
microparticulas (OLIVEIRA, 2017).

A quitosana (Figura 4) € um polimero natural que se apresenta como uma alternativa
de uso na obtencéo das microparticulas. Ela é biocompativel, biodegradavel, tem baixo custo
e tem se mostrado capaz de abrir as tight junctions celulares, funcionando como um promotor
de absorcdo de farmacos através de membranas confere mucoadesividade ao sistema
(ISLAM et al., 2012).

HO
(0]
E OH
00
OH NH,
HO NH,

Figura 4. Estrutura quimica da quitosana (imagem disponivel em: www.sigmaaldrich.com, acesso em
01/10/2018).

O controle da liberacdo de farmacos encapsulados nas microparticulas alia-se ao
efeito mucoadesivo da quitosana que é benéfico para sustentar o tempo de contato das
particulas na area das mucosas para um efeito terapéutico controlado (ISLAM et al., 2012)
e agregando a esse tipo de particula um sistema atraente e ndo toxica, além de contribuir com
excelentes propriedades de melhoramento da permeagdo dos materiais de entrega a
superficie da célula, especialmente na mucosa (ISLAM et al., 2012).

Dentre 0os métodos disponiveis para preparacdo de nano e microparticulas, sdo
descritos na literatura métodos fisicos de revestimento, extrusao e secagem por spray drying,
métodos quimicos de polimerizagdo interfacial e polimerizagdo in situ, métodos fisico-
quimicos de coacervacdo, emulsificacdo e evaporacdo do solvente (GERT et al., 2016).

Devido as caracteristicas das particulas e também a atividade do extrato das folhas
de D. dentatus sobre o M. tuberculosis, uma possivel aplicacdo para o sistema seria 0

tratamento da tuberculose e dessa forma torna-se interessante uma liberacdo direta do


http://www.sigmaaldrich.com/

medicamento dentro dos pulmdes, podendo resultar na redugdo dos niveis de toxicidade e
de efeitos adversos, liberagdo prolongada da droga, estabilidade e adesdo do paciente a
administracdo, além de as microparticulas de quitosana terem, também, como vantagem, a
eficiéncia do encapsulamento e doses menores contribuindo com a eficacia (PHAM;
FATTAL,; TSAPIS, 2015).

35. METODOLOGIA ANALITICA

A validacdo de um método analitico é fundamental para implementar um sistema de
controle de qualidade, bem como gerar dados confiaveis. Resultados analiticos ndo
confidveis podem comprometer decisGes importantes e causar prejuizos inclusive
financeiros. A validacdo do método € feita para garantir que a metodologia analitica seja
exata, reprodutivel e segura sobre uma faixa especifica na qual uma substancia sera analisada
(OLIVEIRA et al, 2017). Bem como em outros paises, no Brasil faz-se necessario a
validacdo da metodologia analitica para o registro de novos produtos, para analises
qualitativa e quantitativa de métodos oficiais, rastreabilidade dos resultados, entre outros.
Um processo de validacdo bem definido assegura a conformidade com as exigéncias legais
e garante que o método seja adequado para o uso desejado (SKOOG et al., 2008; RIBANI
et al., 2004).

A definicdo de validacdo depende do 6rgdo e do autor, entretanto a maioria segue a
mesma linha descrita em compéndios oficiais e guias técnicos regulatérios, sendo fornecidas
diretrizes que abrangem a validacdo de um modo geral e estabelecem padrdes minimos para
a industria farmacéutica. Paraa ANVISA (2017), a validacdo deve demonstrar que 0 método
analitico produz resultados confidveis e é adequado a finalidade a que se destina, de forma
documentada e mediante critérios objetivos. Outra variacdo seria que a valida¢do de métodos
assegura a credibilidade destes durante o uso rotineiro, por ser um processo que fornece uma
evidéncia documentada de que o método realiza aquilo para o qual € indicado para fazer.

Segundo a World Health Organization (WHO, 1992), a validagao ¢ a “avaliacdo
sistematica de um procedimento analitico para demonstrar que estd sob as condi¢Ges nas
quais deve ser aplicado”. No Brasil, duas agéncias disponibilizam guias para o procedimento
de validacdo de métodos analiticos, a ANVISA pela RDC N° 166, 24/07/2017 - Guia
para validacdo de métodos analiticos - e 0 documento do Instituto nacional de metrologia,
qualidade e tecnologia (INMETRO) DOQ-CGCRE-008: Orientacdo sobre validacdo de



métodos de ensaio quimico (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade
Industrial). Para a validacdo de metodologia analitica s&o normalmente avaliados os
seguintes parametros: seletividade, linearidade, sensibilidade, limite de deteccéo, limite de
quantificacdo, precisdo, exatidao e robustez.

Neste contexto, a validagdo de um método analitico, bem como os estudos rigorosos
da seguranca e qualidade sdo imprescindiveis para o registro de novos produtos (RIBANI et
al., 2004; ROUSSEAUX & SCHACHTER, 2003).

4. MATERIAL E METODOS

41. MATERIAL

O EEDd foi cedido pela Universidade Federal de Grande Dourados que é parceira no
projeto. O padrdo de acido betulinico (pureza >99%) foi obtido da Sigma-Aldrich
(Alemanha). O &cido acético (99%) e a quitosana (de baixo peso molecular, 75-85%
desacetilacdo e com alto grau de pureza) utilizados para o preparo das microparticulas foram
obtidos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). O etanol usado nos estudos de
caracterizacdo das particulas foi obtido da Dindmica (Diadema, Sdo Paulo, Brasil). Para
preparacdo do tampdo fosfato foram utilizados fosfato de sodio nas formas monobasica e
dibésica (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e cloreto de sddio (Serva, Rio de Janeiro, Brasil). A
membrana de acetato de celulose (PM 12000 a 4000 Da) usada nos testes in vitro de liberagao
eram da Fisherbrand (Leicestershire, UK). No doseamento dos fendlicos foram utilizados a
solucdo de carbonato de sodio (7,5%), o Folin Ciocateau diluido em agua ultrapura (1:9),
acido galico (200 mg/L) da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). O metanol e a
acetonitrila de grau HPLC foram obtidos da J.T. Baker (Philisburg, USA). Todas as analises
foram realizadas com agua ultrapura do tipo Milli-Q (Millipore, IlIkirch-Graffenstaden,

Franca).

4.2. DOSAGEM DE FENOLICOS TOTAIS

A quantificacdo de compostos fendlicos por espectrometria pode ser realizada por

variadas técnicas sendo a que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu uma das mais utilizadas



(VALKO et al., 2004). Nesse método o reagente de Folin, quando em meio de reacdo
alcalino, forma o azul de molibdénio e o azul de tungsténio (IKAWA et al., 2003) e apos a
reacao a solucdo de cor azul foi analisada utilizando-se um espectrofotdmetro (Spectramax
M2).

Figura 5. Reacdo colorimétrica de fendis com Folin-ciocalteau com a intensidade da cor variando de acordo
com a concentracdo dos analitos.

43. METODOLOGIA ANALITICA

4.3.1. PREPARACAO DE SOLUCOES ESTOQUE
As solucges estoque de acido betulinico e extrato das folhas de D. dentatus foram

preparadas em metanol na concentragdo de 100 ug/ mL. Essas solugdes estoque foram
armazenadas em geladeira em uma faixa de temperatura de 2 a 8° C.

4.3.2. DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA ANALITICA



O espectro de varredura de comprimento de onda para o &cido betulinico foi
determinado a partir de sua solugéo estoque utilizando um espectrofotdmetro (Shimadzu UV
Spectrophotometer UV-1800). Para a varredura, foi utilizada uma célula de quartzo de 10
mm de comprimento Optico. A selecdo do comprimento de onda foi baseada na absor¢éao
méaxima no UV/Vis para o padréo de &cido betulinico.

O método desenvolvido baseou-se no trabalho de Hussain et al. (2011), e foram
realizadas modificagcdes nas proporcdes e na vazdo da fase mével, no volume de injecéo e

na temperatura do forno.

4.3.3. CONDICOES CROMATOGRAFICAS

As andlises cromatograficas foram realizadas em um sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) (modelo LC-20AD, Shimadzu, Kyoto, Japdo) composto
por duas bombas (modelo LC 20-AT), um forno (modelo CTO-20AS), um detector DAD
espectrofotométrico (SPD-M20A) e um injetor automatico de amostras (modelo 9SIL-
20AD). A aquisicdo de dados, analise e relatérios foram realizados usando o software
Shimadzu LC. Como fase estacionaria, utilizou-se uma coluna de fase reversa C1g (300 mm
X 3,9 mm x 10um - Phenomenex, Allcrom). A fase mdvel consistiu de uma mistura de
acetonitrila e agua (95:5 v/v), com vazdo fixada em 0,5 mL/min. O forno foi mantido a 30°C
durante todas as analises. Acido betulinico foi detectado por absorbancia & 210 nm e o

volume de inje¢do de cada amostra foi de 20 pL.

4.4. VALIDACAO DO METODO

A confiabilidade e o desempenho analitico do método proposto por CLAE foram
assegurados por sua validacdo com relacdo a seletividade, linearidade, limite de deteccao
(LD), limite de quantificacéo (LQ), preciséo e exatiddo de acordo com as diretrizes da RDC
N° 166 de 2017 ANVISA (ANVISA, 2017) e da International Conference on Harmonization
(ICH, 2005).

44.1. SELETIVIDADE



A seletividade (ou especificidade) do método analitico foi verificada por meio da
andlise de acido betulinico em amostras a 100 pug/mL do extrato comparadas a solugdes do
polimero quitosana, que € utilizada para o preparo de formulagdes. O tempo de retencdo do
padrdo foram entdo comparados ao dos picos resultantes da analise de uma solucdo de
quitosana a 100 pg/mL. Os experimentos foram realizados utilizando seis repeticdes para
cada amostra.

44.2. LINEARIDADE

Trés solucdes estoque de 4cido betulinico na concentragdao de 100 pg/mL foram
preparadas em metanol partindo-se de pesagens independentes do marcador e, a partir de
cada uma delas, foram feitas cinco diluicdes em metanol para se obter amostras nas seguintes
concentragdes: 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 40,0 pg/mL. A curva analitica foi obtida relacionando-
se a area do pico gerado pelo equipamento com a respectiva concentracdo de acido
betulinico.

A anélise estatistica dos dados foi obtida utilizando-se o0 método de regresséo linear,
resultando em uma reta no formato y = ax + b, em que (a) corresponde ao coeficiente angular
e (b) ao coeficiente linear. As faixas lineares foram calculadas utilizando-se o coeficiente de
correlacdo linear (r), de acordo com o parametro minimo aceitavel é de r = 0,990 (ANVISA,
2017).

4.43. PRECISAO

A precisdo do método foi verificada pela analise em triplicata de amostras do acido
betulinico em trés concentrac6es diferentes (baixa, média e alta) da curva analitica (2,5; 10,0
e 40,0 pg/mL). A precisdo do método foi avaliada através do estudo da repetibilidade —
concordancia entre os resultados obtidos em um mesmo dia, com o0 mesmo analista e mesmo
instrumento — e da precisdo intermediaria — concordancia entre os resultados obtidos no
mesmo laboratério no mesmo dia, com o mesmo analistas (ANVISA, 2017). Os resultados
foram expressos por meio do coeficiente de variagdo (CV%), calculado através da seguinte

férmula;



Desvio Padrao
)x 00

CV% = ( i
% Concentracio média Equacao 1

em que: CV% corresponde ao coeficiente de variagdo; Desvio Padrdo é a estimativa do
desvio padréo da média; e a Concentracdo Média é a média dos valores obtidos em triplicata

para cada concentracdo analisada (FDA, 2001).

4.4.4. EXATIDAO

A exatiddo foi analisada a partir das mesmas amostras utilizadas para analise de
precisdo. O calculo da exatiddo, no entanto, foi apresentado em fungdo da porcentagem do
erro relativo, calculado segundo a seguinte equacao:

Concentracao obtida
E% = - — | x 100
Concentraciao tedrica

Equacéo 2

Em que: E% corresponde a porcentagem de erro relativo; Concentracdo obtida corresponde
aconcentracdo real obtida apds a analise; e Concentracdo tedrica corresponde a concentracao

gue teoricamente esta presente na amostra analisada.

4.45. LIMITE DE DETECCAO (LD) E LIMITE DE QUANTIFICACAO
(LQ)

Os valores de LD e de LQ sdo os menores valores de acido betulinico que pode ser
detectado e quantificado pelo método analitico desenvolvido, respectivamente. Os limites
de deteccdo e de quantificacdo foram determinados por meio das equacdes teoricas (ICH,
2005) abaixo:

Equacéo 3



Lo = (IDSXSJ

Equacéo 4

Em que: LD corresponde ao limite de deteccdo; LQ corresponde ao limite de quantificacéo;
s € 0 desvio padrdo dos valores de intercep¢do do eixo Y das curvas de calibracao; e S

corresponde ao coeficiente angular da curva de calibracéo.

45. OBTENCAO DE MICROPARTICULAS DE QUITOSANA CONTENDO
EXTRATO DE D. DENTATUS

As microparticulas foram preparadas pelo método de atomizacéo e secagem em spray
dryer que representa uma das técnicas mais utilizadas na industria farmacéutica e de
alimentos desde a década de 1940 (PATEL; PATEL; CHAKRABORTY, 2014).
Resumidamente, partiu-se do método proposto por Gelfuso et al. (2011), em que foram
preparadas 400 mL de solucgdes aquosas acidas (1% v/v de acido acético) com 2% (m/v) de
quitosana de baixo peso molecular. Depois de dispersar o polimero na solugdo e deixar
overnight sob agitagdo magnética, diferentes quantidades do extrato foram dissolvidas e as
solugdes resultantes foram levadas para serem secas no equipamento Spray dryer (modelo
MSD 1.0, Labmag, Brasil).

As solucBes resultantes foram secas utilizando os seguintes parametros: vazdo de
alimentagdo com a solugéo = 6,8 mL/min; didmetro do bico atomizador = 1,0 mm; vazdo do
ar de atomizac&o = 30 L/min; vazdo do ar de secagem = 4.50 m*/min; temperatura de entrada
= 130 °C; temperatura de saida = 100 °C. As quantidades de quitosana e extrato em cada
uma das solucdes que passaram pelo processo de secagem estdo descritas na Tabela 2,

abaixo.

Tabela 2. Quantidade de extrato (D. dentatus) e polimero (quitosana) para 400 mL de cada uma das solugdes
(formulagGes) secas no Spray dryer.

_ Proporcéao Quantidade de Quantidade de
Formulacéo : :
polimero:extrato guitosana (g) extrato (g)
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MP QS 0 1.0 8,0
MP QS 5 5:1 8,0 1,6
MP QS 10 10:1 8,0 08

4.6.1. CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS

As microparticulas formadas foram coletadas secas, estocadas em frasco fechado e
levadas a caracterizacdo, que foi feita avaliando-se o rendimento do processo de obtencéo, a
eficiéncia de encapsulacdo do farmaco, o potencial zeta, a distribuicdo do tamanho de

particulas e a morfologia.

4.6.2. RENDIMENTO

As microparticulas obtidas foram pesadas e o rendimento foi calculado em fun¢éo da
quantidade de sélidos (extrato + polimero) adicionados na solugdo inicial a ser seca a partir

da equacéo:

R% = (g—;)x 100

Equacéo 5

Em que: R% €é o rendimento do
processo; Qi é a quantidade de sélidos adicionados no inicio (na solucdo a ser seca); e Qf é

a quantidade de microparticulas formadas ao final do processo de secagem.
4.6.3. ANALISE GRANULOMETRICA DAS MICROPARTICULAS

A distribuicdo do tamanho de cada uma das amostras de particulas foi determinada
por difracdo a laser em equipamento Beckman Coulter LS 13 320. Para a analise, foram
utilizadas aproximadamente 5 mg das microparticulas suspensas em 2 mL de etanol, sendo
esse 0 meio dispersante. As suspensfes preparadas foram levadas para analise no

equipamento utilizando o médulo liquido universal (ULM — Universal Liquid Module).
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4.6.4. POTENCIAL ZETA

Aproximadamente 5 mg de cada uma das microparticulas foram suspensas em uma
solucéo hidroalcodlica (60% v/v etanol em agua) contendo 10 mM de NaCl para garantir a
condutividade do meio (GELFUSO et al., 2011). A analise de potencial zeta foi feita por
determinacdo da mobilidade eletroforética das particulas utilizando-se o equipamento
Zetasizer Nano Series (ZS90, Malvern, Worcestershire, UK).

4.6.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A morfologia das microparticulas foi avaliada através de MEV. Amostras de cada
formulag&o foram fixadas em um suporte metalico, recobertas com uma fina camada de ouro
em um metalizador Bal-Tec MD 020 (Balzers) e observadas em um microscopio eletronico
(JEOL JMS-7000 IF, Tokio, Brazil). As imagens foram analisadas utilizando-se aumento de
5000 a 10000 vezes.

4.6.6. EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

Para avaliar a quantidade de marcador que foi encapsulado nas microparticulas de
quitosana, foram pesadas aliquotas de 10 mg de cada uma das microparticulas
desenvolvidas. Cada uma dessas aliquotas foi dispersa em 5 mL de uma solucdo aquosa
acida (1% v/v de acido acético) e deixada overnight sob agitacdo magnética a 500 rpm. Ao
final desse periodo, os sistemas foram colocados em banho de ultrassom por 30 minutos,
filtrados e a solucdo final foi quantificada por pelo método espectrofotométrico para
dosagem de fendlicos, que é o marcador. A quantidade de fenolicos presentes no extrato

encapsulada nas microparticulas foi calculada a partir da equagéo a seguir:

—Valor

VG]OP” quantificalo J %100

total

Valor

total

EE% = [
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Equacéo 6

Onde: EE% € a eficiéncia de encapsulagdo de fendlicos presentes no extrato nas
microparticulas; Valorguantificado € @ quantidade de extrato extraida das microparticulas; e
Valorwtar € a quantidade de extrato que teoricamente estaria presente em 10 mg das

microparticulas desenvolvidas.

4.7.ESTUDOS IN VITRO DE LIBERACAO

O perfil de liberagdo dos fendlicos presentes no extrato a partir da formulacdo MP
QS 10 foi determinado in vitro utilizando-se células de difusdo de Franz modificadas (Figura

6). Essa formulacéo foi escolhida por determinar maior valor de eficiéncia de encapsulacgéo.

Figura 6. Célula de difusdo do tipo Franz modificada montada para realizag8o dos estudos in vitro de
liberacéo.

Para 0 ensaio, uma membrana sintética hidrofilica de acetato de celulose foi
posicionada entre o compartimento doador e receptor de cada uma das células. O
compartimento receptor foi preenchido com uma solucéo tampéo fosfato a 0,1 M, pH 7.4,
enguanto que 60 mg das microparticulas secas foram colocadas sobre a membrana de acetato
de celulose no compartimento doador. Amostras (1 mL) da solucdo receptora foram
coletadas em intervalos de tempos definidos (1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12 horas) e
levadas para a quantificacdo. A medida que as amostras eram coletadas, 0 mesmo volume (1
mL) de solucéo tamp&o era reposto no compartimento receptor. Durante todo o experimento
as células de Franz foram mantidas em temperatura de ~30° C.
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O perfil de liberacdo dos compostos fenolicos foi determinado construindo-se graficos
que relacionam a quantidade de compostos fenolicos, no extrato, liberado (pg) em fungio do

tempo (horas).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.DOSAGEM DE FENOLICOS TOTAIS

Os compostos fendlicos encontrados em plantas dividem-se em varias categorias,
como fenois simples, acidos fendlicos (derivados de acidos benzoéico e cindmico),
cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas
(SOUSA et al., 2007).

Sdo um grupo de antioxidantes muito importante e especifico, formados por um
grupo hidroxila ligado a um grupo hidrocarboneto aroméatico (PENIM, 2015). Com base no
namero de unidades de fenol existentes, os compostos fenolicos podem ser classificados
como fendis simples ou polifendis. Um dos metodos mais utilizados para quantificar os
compostos fendlicos é com o reagente de Folin-Ciocalteu utilizando o método de (LISTER,
WILSON, 2001).
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Figura 7. Curva do padrao de acido galico
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Uma curva de calibracdo foi plotada usando é&cido gélico como padrdo. A
concentracdo de compostos fendlicos € proporcional a intensidade de luz absorvida em um
comprimento de onda de 760 nm. Os fendlicos foram usados como marcador desse extrato,

por isso 0 método analitico utilizado é de dosagem de fendlicos.
5.2.VALIDACAO DO METODO ANALITICO DESENVOLVIDO

O método analitico foi desenvolvido e validado a fim de assegurar uma dosagem
eficaz do acido betulinico, que € um dos marcadores presentes no extrato. Para isso,
inicialmente, foi realizada varredura de uma solucdo metandlica do padrdo de &cido
betulinico a 100 ug/mL para definir o comprimento de onda de absor¢cdo maxima do
marcador. O valor de comprimento de onda de méxima absorcéo encontrado para o padrao
foi de 210 nm, e esta de acordo com o descrito na literatura Bae et al. (1996). Sendo assim,
esse comprimento de onda foi selecionado para a detec¢do do acido betulinico durante a
quantificacdo do extrato por CLAE-UV/Vis, por ser mais seletivo durante as analises, ou
seja, observou-se menor incidéncia de picos de absorcdo do préprio solvente e outros
interferentes no cromatograma analisado neste comprimento de onda.

Para as analises cromatograficas do padrdo, com deteccdo em 210 nm, observou-se
que o pico do acido betulinico foi eluido em 12,5 minutos, conforme é mostrado na Figura
8.
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Figura 8. Cromatograma referente a solu¢do metanolica do padrao de acido betulinico na concentragdo de
100,0 pg/mL.
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O pico obtido foi simétrico e eluiu em um tempo longo, o que é desejavel para que
haja sua separacédo de outros interferentes das amostras.

Passou-se entdo para a validacdo do método proposto. O objetivo de se validar um
método analitico € demonstrar por evidéncia cientifica que os resultados obtidos com a sua
execucdo sdo seguros (OLIVEIRA et al, 2017). Assim, é necessaria a acreditacdo da
metodologia para se atribuir um grau de reconhecimento, comparabilidade, rastreabilidade

e confiabilidade ao método.

5.2.1. SELETIVIDADE

A seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento e validacdo do método e deve
ser avaliada constantemente. A seletividade € realizada para avaliar se possiveis interferentes
eluem no mesmo tempo de retencdo do composto de interesse, no caso de técnicas
cromatograficas. A seletividade garante entdo que o pico de resposta seja exclusivamente do
analito (RIBANI et al., 2004; LANCAS et al., 2004; THOMPSON et al., 2002). Na Figura
9 esta representada a sobreposi¢do dos cromatogramas referentes a injecdo da solucdo do

extrato metandlico de D. dentatus e de uma solucdo de quitosana.

A |\ ) Acido betulinico
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|
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3 ] ] 12 15

Figura 9. Sobreposi¢do dos cromatogramas referentes a uma solucéo metanolica de acido betulinico a 100,0
pg/mL e de uma solugdo metandlica de quitosana a 100 pg/mL.
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Verificou-se que no extrato havia &cido betulinico eluido em 12,5 minutos. J& na
solugéo de quitosana, ndo houve elui¢do de nenhum composto no mesmo tempo de retencéo.
Desta forma, conclui-se que o polimero e o extrato ndo interferiram na quantificacdo do
padrdo o que comprova a seletividade do método para determinacédo de acido betulinico no

extrato de D. dentatus encapsulado ou ndo em microparticulas de quitosana.

5.2.2. LINEARIDADE

A linearidade corresponde a capacidade de um método analitico em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo apropriado (ANVISA, 2017; LANCAS et al., 2004; ICH, 2005). E avaliada por
meio de uma curva de calibracdo (curva analitica) a qual descreve matematicamente por
meio de uma equacdo de reta a correlacdo entre o sinal analitico medido (area ou altura do
pico) e a massa ou concentracao da espécie a ser quantificada (SKOOG et al., 2008).

A ANVISA recomenda que a linearidade seja determinada pela analise de, no
minimo, cinco concentracBes distintas em no minimo triplicata (ANVISA, 2017). A curva
analitica obtida para o estudo de linearidade do método para a quantificacdo do padrdo esta

representada na Figura 10.
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Figura 10. Representacdo grafica da curva analitica obtida por CLAE-UV/vis para solugdes metandlicas de
acido betulinico na faixa de concentracéo entre 2,5 e 40,0 pg/mL. Equacdo da reta: y = 5619x - 2694, r2 =
0,992
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Por meio do célculo da regressao linear, verificou-se que o coeficiente de correlacdo
linear (r?) obtido foi igual a 0,992, valor que esta de acordo com o limite estabelecido pela
RDC n° 166 de 2017 da ANVISA. O método desenvolvido, portanto, pode ser considerado
linear para quantifica¢do de acido betulinico na faixa de concentra¢do que vai de 2,5 pg/mL

a 40 pg/mL.

5.2.3. PRECISAO E EXATIDAO

A precisdo é a dispersdo entre os resultados de ensaios independentes obtidos em
condicdes estipuladas (THOMPSON et al., 2002; ANVISA, 2017). Normalmente € avaliada
em termos de desvio-padrdo (DP) e coeficiente de variacdo (CV), e pode também ser
expressa pelo intervalo de confianca da média (RIBANI et al., 2004). A precisdo em
validacdo é avaliada em trés niveis distintos: repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade. A repetibilidade representa a concordancia entre resultados de medicoes
consecutivas de um mesmo método, para a mesma amostra, no mesmo laboratério, pelo
mesmo analista, usando o0 mesmo equipamento em um curto intervalo de tempo (LANCAS,
2004). A ANVISA sugere um minimo de 9 determinagdes cobrindo o intervalo linear do
método ou seja: trés niveis de concentracdes (baixo, médio e alto) contendo trés réplicas em
cada nivel. A precisdo intermediaria representa a concordéncia entre resultados do mesmo
laborat6rio, mas em diferentes dias, por diferentes analistas, usando diferentes equipamentos
(LANCAS, 2004). A reprodutibilidade representa a concordancia entre resultados de
medi¢des consecutivas de um mesmo método, para a mesma amostra, mas em diferentes
laboratdrios, por diferentes analistas, usando diferentes equipamentos (LANCAS, 2004).

A exatiddo expressa a proximidade da concordancia entre um valor encontrado e 0
valor aceito como referéncia (SKOOG et al., 2008; THOMPSON et al., 2002; LANCAS,
2004). O namero de ensaios recomendado para avaliar a exatidao € de no minimo, 9 (nove)
determinag6es, contemplando o intervalo linear do metodo analitico, ou seja, 3 (trés)
concentragdes: baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas em cada nivel (ANVISA, 2017).

Os procedimentos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sao:
materiais de referéncia; comparacdo de métodos e ensaios de recuperacdo (INMETRO,
2016). Os materiais de referéncia certificados (MRC) acompanham um certificado que

contém um valor de concentracdo de um determinado analito ou outra grandeza, para cada
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parametro e uma incerteza associada (THOMPSON, 2002; INMETRO, 2016; RIBANI et
al., 2004).

Outra abordagem para avaliacdo da exatiddao consiste em comparar um método em
desenvolvimento com outro de referéncia, cuja incerteza é conhecida (RIBANI et al., 2004).
Ja a recuperacdo consiste na adicao de solugdes com diferentes concentrag@es do analito de
interesse seguida pela determinagdo da concentracdo do analito adicionado (LANCAS,
2004).

Precisdo e a exatiddo para o presente método analitico foram determinadas e 0s

valores obtidos estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de precisdo e exatiddo do método analitico para quantificacdo de &cido betulinico.

_ Concentragao . o
Concentracéo ' Precisao Exatidéo
obtida
teorica (ng/mL) : CV (%) E (%)
(experimental)

Intracorrida

(n=9)
2,5 2,702 3,256 108,086
10 9,213 2,213 92,130
40 39,387 4,956 98,615

Intercorrida

(n=9)
2,5 2,879 4,189 116,101
10 10,742 1,710 107,424
40 39,604 3,856 100,494

A precisao foi avaliada e os valores de coeficiente de variacdo (CV%) foram de 1,71
a 4,95%, estando de acordo com os limites determinados, em que o valor maximo aceitavel
para 0 CV é 5% (ICH, 2005; MATOS et al., 2015). Os valores de exatiddao encontrados
variaram de 92,13 a 116,10%. Esses valores também estdo de acordo com os limites
estabelecidos pelas agéncias regulatorias (ANVISA, 2017; ICH, 2005).

Desta forma, o método pode ser consideravel preciso e exato segundo a legislacdo

vigente.
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5.2.4. LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

Limite de detecgdo de um analito é a menor quantidade de analito e uma amostra que
pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado como um valor exato. E
estabelecido por intermédio de analises de concentracfes conhecidas e decrescentes até
atingir o menor nivel detectavel. A ANVISA recomenda que o LD seja de 2 a 3 vezes
superior ao ruido da linha de base. Ja o limite de quantificacdo é a menor quantidade de
analito em uma amostra que pode ser determinada quantitativamente com seguranga (ICH,
2005). Os limites de deteccdo e quantificacdo encontrados para 0 método foram iguais a
1,327 pg/mL e 4,022 pg/mL respectivamente. Estes valores representam as menores
quantidades do padrdo que podem ser detectadas e quantificadas com precisdo e exatiddo
pelo método desenvolvido, sendo adequados para analise do extrato nas amostras a serem

estudadas.

5.3.DESENVOLVIMENTO DAS MICROPARTICULAS

Os dados de caracterizagdo das microparticulas obtidas estdo resumidos na Tabela 4
abaixo.

Tabela 4. Resultados para os parametros avaliados para caracterizacdo das microparticulas de quitosana
obtidas.

5 . Eficiéncia de : "
5 Polimero:  Rendimento 5 Potencial Diametro
Formulacéo encapsulacéo
extrato (%) Zeta (mv) médio (pm)
(%)
MP QS 0 1.0 24,37 +27,36+1,40 8,99+7,65
MP QS5 5:1 36,66 40,91 + 3,43 +2796+137 8,72+8724
MP QS 10 10:1 48,41 60,26 £ 0,970 +28,40+294 8,70+9,70

5.4.RENDIMENTO

Utilizando-se a técnica de spray drying, o rendimento do processo de obtencdo das
microparticulas, preparadas com quitosana, variou de 24,37 a 48,41% (Tabela 4). Valores

relativamente baixos de rendimento como esses tém sido apontados quando se utiliza a
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quitosana como polimero na preparacdo de microparticulas, utilizando-se essa técnica. O
rendimento do processo sofre interferéncias, negativas, na secagem da solucéo de quitosana
no spray dryer, onde a solugédo acaba formando um filme na parede camara de secagem do
equipamento, no ato da pulverizacdo (GELFUSO et al., 2011).

Outro fator influente no rendimento é a quantidade de material a ser seco. O processo
de secagem, ao ser realizado em grandes escalas, resultaria em um maior rendimento devido
a uma maior quantidade de produto e assim a formacdo do filme ndo influenciaria ndo
significativamente no rendimento final (OLIVEIRA, 2017).

Por ser um processo simples e rapido, a técnica de obtencdo de microparticulas por
spray drying foi utilizada e também devido ao fato de ser um método que ocorre em uma
Unica etapa (SILVA et al., 2003). O processo resulta em um p6 seco que atribui praticidade
no armazenamento e na estabilidade do produto (HE; DAVIS; ILLUM, 1999), caracteristicas
tecnoldgicas desejaveis para a formulacéo.

5.5.ANALISE GRANULOMETRICA DAS MICROPARTICULAS

As MP QS 10 e as MP QS 0 tiveram tamanho médio de 8,7 um e 8,9 pum
respectivamente, e a distribuicdo de tamanho teve alta dispersividade (Tabela 4).

Apesar do tamanho acima do esperado, todas as microparticulas se encontram em
uma faixa de tamanho que pode ser avaliada para atuar nos alvéolos ap6s inspiracédo pois,
segundo Sung, Pulliam e Edwards (2007), por possuirem uma maior densidade de massa,
devido ao seu maior didmetro, o tamanho das particulas aumenta suas propriedades de
dispersdo, podendo resultar em uma maior deposicdo da dose administrada e podendo
também evitar a fagocitose por serem muito grandes.

Pode ser observado também que a presenca do extrato nas microparticulas néao
alterou de forma significativa as propriedades fisicas das particulas, que apresentaram

tamanho médio estatisticamente iguais.

5.6.POTENCIAL ZETA

O potencial zeta positivo das particulas parece sofrer baixa influéncia da quantidade
do extrato das folhas de D. dentatus empregado no preparo. Com a diminui¢ao na quantidade
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do extrato das folhas de D. dentatus, o potencial zeta diminui porém, sem significativa
variagdo na concentragé@o de carga superficial.

Elas apresentaram residual de carga positiva de +28,4 mV para as MP QS 10 e +27,36
mV para as MP QS 0, sendo esse um resultado importante para garantir a estabilidade fisica
da dispersdo, ou seja, evitar a aglomeracdo das particulas e, além disso, conferir a elas
propriedades de mucoadesdo. Isso ocorre devido a alta positividade dos grupamentos amino
da quitosana, os quais estdo em grande numero em suas cadeias, e que deverdo contribuir
para a bioadesividade do sistema formado (HARRIS; LECUMBERRI; HERAS, 2010).

5.7.MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A morfologia das microparticulas foi analisada por MEV e as fotomicrografias
capturadas estdo apresentadas na Figura 11.

De maneira geral, as microparticulas obtidas foram esféricas e com dimensdes
variadas, porém superiores a 5 pum e apresentaram uma superficie rugosa e irregular,
morfologia semelhante a observada anteriormente por Gelfuso e colaboradores (GELFUSO
et al., 2011) que se justifica provavelmente por a quitosana ser um polimero hidrofilico e as
microparticulas assumirem tal morfologia quando a agua, presente na solucédo de preparo, é
seca no spray drier. Como esta morfologia ndo foi restrita as particulas com extrato,
concluiu-se que o extrato ndo é um fator interferente no formato das particulas.

As rachaduras superficiais observadas em algumas fotos podem ser elementos da

analise como resultado do aumento do potencial elétrico para aproximacdo das imagens
(OLIVEIRA, 2017).
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Figura 11. Fotomicrografias obtidas por MEV para as microparticulas de quitosana. (A) MP QS 0; (B) MP
QS 5; (C) MP QS 10. Aumento de 5000 a 10000 vezes.
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5.8. EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

A eficiéncia de encapsulacdo das microparticulas € uma das propriedades mais
importantes na biodistribuicéo, liberagéo e eficacia terapéutica dos agentes farmacologicos
carregados em sistemas particulados; portanto, sua otimizagdo poderia melhorar o resultado
terapéutico (HONARY; EBRAHIMI; HADIANAMREL, 2013).

Variaveis como como o tipo de polimero, o valor do pH da solucéo de polimeros,
a proporcdo polimero/extrato, bem como o tipo e tempo de procedimentos de
homogeneizagdo podem influenciar diretamente na eficiéncia de encapsulagdo das
microparticulas de quitosana (FARHADIAN et al., 2018). O resultado obtido para essa
analise de eficiéncia de encapsulacéo foi de 60,26 + 0,97 %, percentual considerado aceitavel
porém nado ideal tendo em vista que Bastos et al., (2009) obteve uma eficiéncia de
encapsulacdo de aproximadamente a 92,6% para microparticulas contendo 4cido
rosmarinico, que também é um composto fendlico.

A explicacdo para esse fato, segundo Martins, Lopes e Andrade, (2013), pode estar
relacionada com a maior acidez dos fenodis (pKa~ 10) que sdo espécies catidnicas
(CAVAZOS-GARDUNO, A. et al., 2014). Portanto, uma das possiveis razfes para a baixa
eficiéncia de encapsulacdo é que, segundo Bhumkar e Pokharkar (2006), a quitosana €

policatiénica em meio &cido (pKa 6.5) e ndo interage bem com a carga positiva dos fenais.

5.9. AVALIACAO DO PERFIL DE LIBERACAO IN VITRO

A liberacdo de um farmaco a partir de microparticulas de quitosana compreende o
intumescimento da matriz polimérica ao entrar em contato com 0 meio aquoso externo, e a
difusdo da molécula do farmaco atraves da matriz da particula (OLIVEIRA, 2017).

E possivel observar que as MP QS 10 liberaram lentamente 0s compostos
encapsulados, ou seja, em 12 horas de ensaio, praticamente 25% da quantidade de fenolicos
contidos no extrato foi liberada pela formulagéo.

Na Figura 12 sdo mostrados os perfis de liberacdo do extrato a partir das
microparticulas (MP QS 10) obtidas.

Como o extrato apresenta a¢do contra o bacilo da tuberculose, uma liberacédo lenta
dos marcadores pode ser conveniente para 0 sistema, pois uma menor quantidade liberada
para as vias aéreas inferiores resultaria em um efeito inibidor sucessivo sobre os micro-

organismos causadores da infecgdo. A liberagdo sustentada do marcador a partir das
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microparticulas evitaria a necessidade de se fazer mdltiplas administra¢cBes do extrato,

proporcionando uma maior adeséo dos pacientes ao tratamento (OLIVEIRA, 2017).
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Figura 12. Perfis de liberacdo in vitro do extrato, em tampédo fosfato pH 7,4, a partir das microparticulas de
quitosana com extrato encapsulado e liberacdo do extrato diretamente do compartimento doador.

6. CONCLUSAO

O método de CLAE/UV desenvolvido forneceu uma quantificacdo simples do acido
betulinico, que pode ser Gtil para a determinacdo e quantificacdo desse marcador no extrato
etandlico das folhas de D. dentatus. O método analitico demonstrou ser seletivo frente aos
interferentes da quitosana e apresentou baixos limites de deteccdo e quantificacéo,
permitindo sua utilizacdo em ensaios cinéticos.

As microparticulas contendo o extrato etandlico das folhas de D. dentatus
desenvolvidas com o polimero quitosana, apresentaram-se como um sistema de liberacdo
viavel com promissora aplicacédo para o tratamento local de infec¢des do trato respiratorio.
O potencial zeta positivo das particulas indicam seu potencial mucoadesivo, que deve
possibilitar que apds serem administradas as microparticulas permanecerdo por um periodo

prolongado em contato com a mucosa liberando o marcador progressivamente.
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