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RESUMO

ARAUJO, Renata. Avaliacdo comparativa do contetdo de extrato seco de Sene
(Cassia angustifolia Vahl) em cépsulas desenvolvidas com material vegetal e
capsulas convencionais de gelatina. 2012. 93f. Dissertacdo Mestrado Profissional
em Gestdo, Pesquisa e Desenvolvimento na Industria Farmacéutica — Fundacéo
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2012.

Atualmente, had uma crescente demanda pela disponibilidade de produtos
fitoterapicos, para atender tanto o mercado privado quanto a insercdo destes
produtos no Sistema Unico de Salde. Para a industria de medicamentos envolvida
com a fabricacdo de fitoterapicos em escala, a estratégia de producdo esta hoje
delineada pela utilizacdo de extratos secos padronizados de espécies medicinais,
sob a forma de capsulas. As capsulas duras comerciais mais disseminadas séo
elaboradas a partir de gelatina, que apresentam uma grande limitacdo de sua
eficiéncia quando o material a ser encapsulado tem caracteristicas higroscopicas,
pois a gelatina € reconhecida por formar ligacfes cruzadas em condi¢cdes de alta
umidade e temperatura. Este fato tem sido um fator limitante para a industria
farmacéutica, especialmente no que tange a veiculagdo de extratos vegetais secos,
desde que muitos fitoterapicos constituem pds extremamente higroscépicos, 0 que
em Ultima andlise compromete a estabilidade do medicamento fitoterapico. O
presente estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia de capsulas de hipromelose
e de gelatina contendo extrato padronizado comercial de Sene (Cassia angustifolia
Vahl). As cépsulas de ambos os tipos foram submetidas ao estresse térmico
acelerado a 35 graus Celsius (°C) e 65% de umidade relativa (UR) e a
40°C/75%U.R. por 6 meses. As medidas comparativas de estabilidade consistiram
nas avaliacdes de (i) perda por dessecacéo, (ii) desintegracao, (iii) suscetibilidade a
quebra, (iv) atividade de &agua, (v) contaminacdo microbiana, e (vi) andlise dos
derivados hidroxiantracénicos e dos senosideos A e B. Os testes fisico-quimicos
foram realizados de acordo com o0s métodos farmacopeicos em vigor, e a
comparacdo dos conteudos quimicos foi avaliada quantitativamente por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando como marcadores o0s
senosideos A e B comerciais, cujas presencgas nos extratos foram corroboradas com
a CLAE acoplada a espectrometria de massas. Os resultados obtidos na
caracterizacao fisica demonstraram que as capsulas de hipromelose apresentaram
maior estabilidade em todos os parametros estudados, quando comparadas as de
gelatina. Os resultados da analise quimica apontaram uma queda maior no teor de
senosideo B para as capsulas de gelatina em relagéo as de hipromelose: 0,021% e
0,022%, 30°C/65%UR e 0,02% e 0,017% 40°C/75% UR, respectivamente. Estes
resultados demonstram preliminarmente que ha vantagens no uso da capsula
hipromelose em relacdo a de gelatina para encapsular o extrato seco de Sene, em
um estudo de estabilidade acelerada, no entanto outras avaliagbes serao
necessarias, incluindo um estudo de estabilidade completo no produto.

Palavras-chave: Sene. Extrato Seco. Capsulas. Hipromelose. Gelatina.



ABSTRACT

Currently there is a growing demand for the availability of herbal products to meet
both the private market and the inclusion of these products in the Unified Health
System. For the pharmaceutical industry involved in the manufacture of herbal
medicines in scale, the production strategy is outlined today by the use of
standardized dry extracts of medicinal species in the form of capsules. The most
widespread commercial hard capsules are made from gelatin, which present a major
limitation of its efficiency when the material to be encapsulated has hygroscopic
characteristics, because the gelatin is known to form cross-linking under conditions of
high humidity and temperature. This has been a limiting factor for the pharmaceutical
industry, especially in regard to the placement of dry plant extracts, since many
herbal powders are highly hygroscopic, which ultimately compromises the stability of
herbal medicine. The present study aimed to evaluate the efficiency of capsules of
hypromellose and gelatin containing commercially standardized Senna dry extract
(Cassia angustifolia VVahl.). The capsules of both types were subjected to accelerated
heat stress at 35 Celsius degrees (°C) / 65% relative humidity (RH) and at 40°C /
75%RH for 6 months. The comparative measures of stability in the evaluations
consisted of (i) loss on drying, (ii) disintegration, (iii) susceptibility to breakage, (iv)
water activity, (v) microbial contamination, and (vi) analysis of hydroxyanthracene
derivatives and senosides A and B. The physicochemical tests were performed
according to the pharmacopoeial methods in place, and the comparison of chemical
content was assessed quantitatively by High Performance Liquid Chromatography
(HPLC), using commercial senosideos A and B as chemical markers, whose
presence in the extracts were corroborated by HPLC coupled with mass
spectrometry. The results of the physical characterization of the capsules showed
that hypromellose capsules showed a higher stability in all these parameters, when
compared with gelatin. The chemical analysis results showed a greater decrease in
the concentration of senoside B for gelatin compared to hypromellose capsules:
0.021% and 0.022%, 30 °C/65% R.H. and 0.02% and 0.017% 40 °C/75% R.H.,
respectively. These preliminary results show that there are advantages in the use of
hypromellose capsule in relation to the gelatin to encapsulate the Senna dry extract
in an accelerated stability study, but further evaluation will be needed, including a
complete study of stability in the product.

Keywords: Senna. Dry extract. Capsules. Hypromellose. Gelatin.
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1 INTRODUCAO

A atencéo dirigida pelas autoridades e administracdes de saude para o uso de
plantas medicinais aumentou consideravelmente nos ultimos anos, por diferentes
razbes e em diferentes setores. A Organizacdo Mundial de Saude tem incentivado
investimentos publicos em plantas medicinais desde 1978, ao observar a crescente
aceitacao da fitoterapia por profissionais de saude da atencao basica como tambéem
0 aumento de seu uso pela populagdo. Nos paises em desenvolvimento, isto
resultou principalmente na decisdo de considerar mais seriamente a medicina
tradicional e de explorar a possibilidade de utiliza-la nos cuidados primarios de
saude. Em outros paises, as autoridades de saude foram obrigadas a adotar
medidas impostas pelo interesse do publico no uso de plantas medicinais
(GUIMARAES et al., 2006; CARVALHO et al., 2008).

A Organizacdo Mundial de Saude estima que cerca de 80% da populagcéo
mundial chega a utilizar plantas para combater problemas tipicos da atencédo basica
a saude, como pressao alta, queimaduras, gripe, tosse, prisdo de ventre, entre
outros conforme o Guidelines on the Conservation of Medicinal Plants (WHO, IUCN
& WWF, 2004).

Globalmente, os fitoterapicos chegam a movimentar US$ 22 bilhdes por ano
(em torno de 7% do mercado mundial de medicamentos) e no Brasil representam
uma parcela significativa no mercado. N&o existem dados oficiais atualizados,
porém, estima-se que esse mercado gira em torno de US$ 160 milhdes por ano. O
fator de atracdo é o ritmo de crescimento das vendas internas, chegando a mais de
15% anuais, contra 0os 4% que representam a evolucdo de vendas dos
medicamentos sintéticos. Considerando-se toda a cadeia produtiva, no Brasil o setor
fitoterapico movimenta anualmente cerca de R$ 1 bilhdo (GUIMARAES et al., 2006).
Uma pesquisa realizada na Universidade de S&o Paulo-USP sinalizou que, em 2009,
a previsao de crescimento do mercado brasileiro de fitoterapicos seria de 15% ja
para o ano seguinte (CONSELHO REGIONAL DE FARMACIA — CRF/SP, 2009).

Como consequéncia dessa ascensdo, também é crescente 0 numero de
profissionais que se envolvem nas diversas atividades relacionadas a plantas

medicinais e/ou fitoterapicos; seja na pesquisa, fomento ou difusdo. Os estudos e
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pesquisas com plantas medicinais e fitoterapicos tém repercutido positivamente na
economia, como oportunidade para gerar empregos na cadeia de atividades
representada pela producdo no campo até a industria. Parte deste movimento foi
induzida pela consolidacdo das politicas publicas mais recentes do Ministério da
Saude, as quais foram publicadas para o setor de plantas medicinais e fitoterapicos
no Brasil. A primeira foi a Portaria Ministerial MS/GM no. 971, de 03 de maio de
2006, que aprovou a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2006 a). A segunda foi o
Decreto no. 5.813, de 22 de junho de 2006, que aprovou a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) e deu outras providéncias (BRASIL,
2006 b). Por meio da PNPIC, o governo visa medidas voltadas para garantir acesso
seguro e uso correto das plantas medicinais e de fitoterapicos pela populagédo, ao
estimular também a adocdo da fitoterapia nos programas de saude publica. A
PNPMF tem carater amplo de pesquisa, desenvolvimento de produtos e producgéo
de insumos, e visa primordialmente promover a utlizacdo sustentavel da
biodiversidade brasileira e o desenvolvimento da industria nacional. Convém
mencionar também que o arcabouco regulatério para a cadeia produtiva e as
atividades de pesquisa, desenvolvimento e validacdo de fitoterdpicos que déao
suporte ao registro destes produtos, tem evoluido consideravelmente no pais,
considerando-se as duas ultimas décadas. A principal regulamentacdo em vigor para
0 registro de medicamentos fitoterapicos € a Resolucdo de Diretoria Colegiada
(RDC) N°. 14 de 31 de marco de 2010 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2010 a), que lidera uma série de normativas, resolu¢cdes e anexos; assim
como se apoia em regulamentacdes anteriores mais gerais para medicamentos. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) € o 6rgao oficial destinado a
garantir que os medicamentos sejam avaliados quanto a seguranca, eficacia e
gualidade farmacéutica, antes de serem comercializados.

O conjunto atual de atos institucionais em vigor resulta como incentivo para a
area de plantas medicinais, e espera-se um aumento no numero de medicamentos
fitoterapicos registrados, principalmente com base em espécies nativas. A crescente
relevancia dos fitoterapicos para a saude publica, somada a obrigatoriedade dos
requisitos de qualidade associada ao potencial produtivo da industria farmacéutica

nacional, revela a expectativa de um aumento de disponibilidade e consumo,
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convergindo para a tendéncia no aumento da producdo destes medicamentos.
Atualmente, no Brasil, ha um total de 512 medicamentos fitoterapicos registrados,
sendo 80 fitoterapicos associados e 432 simples, ou seja, obtidos de derivados de
apenas uma espécie vegetal. Dentre fitoterapicos registrados, as principais formas
farmacéuticas cadastradas sdo capsulas com 47,1%, seguindo-se os comprimidos
com 20,6%. Percebe-se neste fato a predominancia pelas formas farmacéuticas
sélidas, com especial destaque para as capsulas duras.

No Brasil, comercializam-se desde plantas frescas, secas, grosso modo
seccionadas, moidas ou rasuradas, a principios ativos processados por métodos
apropriados de extracao (destilacéo, percolacdo, maceracao e outros). Com relagéo
aos produtos comercializados, estes podem ser classificadas em formas
farmacéuticas solidas (p0s, extratos secos, granulados, capsulas, ovulos,
comprimidos), semissolidas (extratos espessos, extratos moles, cremes, pomadas,
emulsdes, supositérios, suspensdes integrais de planta fresca) e liquidas (sucos,
extratos aquosos, hidrolatos, tinturas, elixires, xaropes). Caracteristicamente, 0s
constituintes ativos sdo extraidos na forma de um ‘fitocomplexo’, constituindo um
conjunto de substancias presentes na planta. E geralmente aceito que este
‘fitocomplexo’ atua de maneira sinérgica, melhorando a atividade biologica e
garantindo a finalidade terapéutica. Assim, a garantia da qualidade de um
fitoterapico deve assegurar a coexisténcia destes grupos quimicos presentes nas
espécies vegetais, ainda que as substancias responsaveis pela atividade biolégica
sejam desconhecidas ou apenas parcialmente conhecidas. A qualidade adequada
para um fitoterapico é atingida quando todas as etapas do processamento da
matéria-prima ativa vegetal e da manufatura do produto final sdo planejadas e
executadas de modo a conservar na forma farmacéutica o constituinte ativo e as
possiveis relagbes sinérgicas entre as substancias do ‘fitocomplexo’ (PACHU, 2007).

Este cenério técnico trouxe de imediato um novo desafio para a industria
farmacéutica nacional — tanto aquelas ja atuantes na producdo de fitoterapicos,
como 0S novos entrantes nesta area — representado pela producdo de
medicamentos fitoterdpicos em larga escala, com gqualidade, e atendendo as boas
praticas de fabricacdo vigente. Convém enfatizar que a disponibilizacdo destes

produtos para o mercado com eficacia e seguranca asseguradas é um principio ético
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que deve nortear todo o principio de produgcdo (CONSELHO REGIONAL DE
FARMACIA — CRF/SP, 2009).

Neste contexto, as industrias farmacéuticas tém especial interesse pelos
extratos secos, pois as formas farmacéuticas solidas trazem a vantagem da maior
precisdo na dosagem dos constituintes, além da facilidade de manuseio, transporte
e armazenagem. Ndo menos importante é o fato de as formas farmacéuticas secas
apresentarem maior estabilidade quimica, fisica e microbiologica (PACHU, 2007).
Sendo este o fulcro principal da qualidade dos produtos, as empresas tém buscado
constantemente as melhores solugfes tecnoldgicas para aperfeicoar o desempenho
do encapsulamento de extratos secos, aperfeicoando continuamente os aspectos
técnicos e operacionais da producédo desses, no sentido de garantir uma producao
de escala homogénea em seus produtos. Dessa maneira, 0S extratos secos
formulados constituem hoje o foco preferencial da industria farmacéutica para a
producdo de medicamentos. Em sua maneira mais usual, a apresentacdo desses
extratos tem sido como capsulas duras de gelatina; uma forma farmacéutica que
envolve um menor numero de etapas de fabricacdo, e cuja administracdo €
considerada mais palatavel ao consumidor. Os resultados dos estudos realizados
pela empresa Burke Inc., em pesquisa de opinido sobre o uso de capsulas com 1000
pacientes, revelaram a preferéncia por capsulas. Mais da metade (54%) é a favor de
capsulas, e somente 29% e 13% preferem drageas e comprimidos (BURKE
MARKETING RESEARCH, 1992).

Os extratos secos se apresentam sob a forma de pé, e perdem de 5 a 8% de
agua quando encapsulados. Em geral, os extratos secos sédo de facil manipulacéo,
mas oferecem desafios para a obtencéo de bons rendimentos no encapsulamento
em capsulas duras de gelatina, além de exigir a atencdo para a integridade das
caracteristicas da capsula no produto final. Este detalhe de processo é devido as
caracteristicas de higroscopicidade da maioria dos extratos, derivado do fato das
capsulas duras de gelatina constituir polimeros proteicos com teor de umidade entre
13 a 16% (CAPSUGEL, 2009). O contato do extrato, especialmente o0s
higroscopicos, com as capsulas duras de gelatina acarreta a absor¢cdo de agua pelo
extrato, tornando as cépsulas quebradicas, comprometendo o revestimento (por
conseguinte, também a estabilidade do conteudo), e reduzindo a rentabilidade do

processo. Este efeito persiste durante todo o periodo de validade do medicamento,
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podendo causar alteragcbes no perfil de dissolugdo e na biodisponibilidade do
fitoterapico; além de aumentar a susceptibilidade ao crescimento microbiano.

Uma alternativa que vem sendo explorada pelas empresas € a utilizacdo de
capsulas duras produzidas a partir de hidroxipropilmetilcelulose (hipromelose), um
polimero vegetal derivado da celulose, que confere a este tipo de capsula maior
flexibilidade e teores de umidade comprovadamente menores que 9% (CAPSUGEL,
2008). Esta caracteristica de umidade baixa potencializa sobremaneira este produto
para encapsulamento de produtos higroscépicos, que € o caso de muitos extratos
secos padronizados. Assim, esta alternativa surge como uma possivel solugcdo
tecnoldgica, cujo impacto positivo na eficiéncia traria suporte para o aumento na
producdo de medicamentos fitoterapicos — esta uma das tarefas mais importantes
neste nicho da induastria farmacéutica, assim como preconizado pelas diretrizes das
atuais politicas publicas.

A presente proposta teve como objetivo estudar o encapsulamento de um
extrato seco padronizado em céapsulas duras de hipromelose e comparar seu
desempenho com capsulas duras de gelatina — estas ja convencionalmente
utilizadas como base para os fitoterapicos existentes atualmente no mercado. Para
tal, foi escolhido como protétipo o extrato seco da droga vegetal Sene (Cassia
angustifolia Vahl), utilizado como laxativo (BRASIL, 2008). Como medida de
comparacao, foi mensurada a variacdo do conteudo de dois de seus principais
marcadores quimicos: senosideo A e senosideo B (ambos da classe das
hidroxiantraquinonas) em ambas as capsulas. Estas medidas utilizaram
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ap6s o estudo de estabilidade
acelerada, segundo as condi¢des estabelecidas pela legislacdo vigente, RE n° 1 de
29 de julho de 2005. Adicionalmente, foram realizados os ensaios farmacopeicos:
perda por dessecacao, teor de cinzas, andlise granulométrica, determinacéo de peso
médio das capsulas, bem como a determinag¢do dos derivados hidroxiantracénicos

por espectrofotometria.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Capsulas duras: gelatina e hipromelose

Cépsulas sédo definidas como preparacdes solidas com invélucros duros ou
moles, de varias formas e capacidades, usualmente contendo uma Unica dose de
medicamento. Elas sdo normalmente destinadas a administracéo oral. Os involucros
das capsulas podem ser de gelatina ou outra substancia, e sua consisténcia
ajustada pela adicdo de substancias tais como glicerol e sorbitol. Excipientes tais
como substancias tensoativas, opalescentes, edulcorantes, corantes autorizados e,
se necessario, aromatizantes, também podem ser adicionados. As capsulas podem
ou ndo apresentar marcacao de superficie (EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2007).

Segundo Cade et al. (2003), as capsulas sao formas usadas amplamente na
industria farmacéutica e de suplementos alimentares, empregadas principalmente
para a dosagem de sélidos, semi-sélidos, liquidos, pellets ou preparagdes a base de
plantas (ex. extratos). O objetivo desta forma de dosagem é resultar em boa
desintegracdo apds serem administradas, permitindo uma dissolucdo efetiva da
substancia ativa no aparelho digestivo. E desejavel que a capsula se mantenha
estavel ao longo do tempo de estocagem do produto, garantindo assim a integridade
do produto.

Em 1834, a primeira patente para capsulas foi concedida ao farmacéutico
Joseph Gérard Auguste Dublanc e ao estudante de farmacia Francois Achille
Barnabé Mothés (DUBLANC; MOTHES, 1834). O material tradicionalmente
empregado para formar capsulas é a gelatina. Este polimero apresenta
caracteristicas e propriedades consideradas ideais para as capsulas; contudo
também apresenta aspectos desfavoraveis como a origem animal e o elevado
conteudo de agua, o qual varia entre 10-17%. Com o decréscimo do contetdo de
agua, as capsulas de gelatina apresentam perda de elasticidade, tornando-se ainda
mais sensiveis ao calor e umidade. J& em condi¢des secas, o filme de gelatina pode
apresentar mudanca estatica, o que pode afetar o processamento posterior. Apesar
da alta difusdo da gelatina como material de primeira escolha, atualmente as

empresas ensaiam uma procura por alternativas de revestimento vegetal, na
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tentativa de evitar as capsulas de origem animal por razdes diversas, que incluem
desde o0 paciente vegetariano, restricdes religiosas, e também a possivel
transmissao de doencas como a da vaca louca (HONKANEN, 2004; KU et al., 2010).

O uso de filme de derivados da celulose sollveis em agua ja é descrito na
literatura como substituto da gelatina (OGURA et al., 1998). Os relatos sobre
capsulas obtidas a partir de derivados da celulose referem-se usualmente a pobre
desintegracédo, especialmente quando comparada com gelatina (CADE et al., 2003).
Para superar este inconveniente, Taizo et al. (1995) patentearam o0 uso de
hipromelose (hidropropilmetilcelulose), cuja viscosidade esta entre 2,4 e 54
centistokes, desenvolvendo uma capsula a partir de uma solu¢ao aquosa 2% (20 °C)
adicionada de carragenana, como agente gelificante, e de calcio ou potassio como
agente co-gelificante. No entanto, a baixa viscosidade resultante, devido ao baixo
peso molecular das cadeias poliméricas, produziu um filme com alta fragilidade e
perda de transparéncia do filme.

Cade et al. (2003) patentearam a invencdo de um filme polimérico para
capsulas que continha na composicao éteres de celulose, hidrocoloides e agentes
sequestrantes numa razdo de 90 para 99,98% do peso de éter de celulose; ou
mistura de éteres de celulose com contetudo de agua de 2 a 10%, e de 0,01 a 5% de
peso de hidrocoloides ou misturas de hidrocoloides; e 0,01 a 5% de peso de um
agente sequestrante que ndo apresentava as desvantagens mencionadas acima. A
composi¢cdo do polimero desta invencdo melhorou a elasticidade permitindo que
fosse usado para a producéo de invélucro para o encapsulamento de formulactes
de produtos farmacéuticos, agroquimicos, sementes, plantas, alimentos, corantes e
agentes flavorizantes.

Honkanen (2004) descreveu capsulas de hipromelose como sendo um novo
tipo de capsulas de duas partes, desenvolvidas como alternativa para as classicas
capsulas similares de gelatina. As vantagens técnicas da hipromelose sobre a
gelatina seriam: baixo conteudo de umidade, material quimicamente inerte, e uma
grande habilidade de se manterem mecanicamente integras em condi¢cdes de baixa
umidade. Adicionalmente, como derivado vegetal, o hipromelose cumpriria as
restricbes a origem animal, mencionadas acima.

Cole et al. (2004) demonstraram gque o desempenho in vitro das céapsulas de

hipromelose com adicdo de agente gelificante difere das capsulas de gelatina,
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requerendo, portanto, modificagcbes na metodologia dos testes de dissolugéo para
alguns ativos. Isto porque a gelatina apresenta uma caracteristica Unica, por ser um
agente gelificante anfotérico; ou seja, solivel em ambos o0s meios gastrico e
intestinal. As alternativas para gelatina requerem, entretanto, a adicdo de sistemas
gelificantes (como polissacarideos), que por sua vez necessitam metais catidbnicos
para promover a formagédo do gel. Estes géis também sdo sensiveis a presenca de
metais catidnicos ou acidos que estdo frequentemente presentes em meios de
dissolucédo. Portanto, este tipo de capsula de hipromelose contendo agente
gelificante requereria acumular estudos referentes aos melhores meios de
dissolugéo.

Ku et al. (2010) descreveram a qualificacdo de uma capsula de hipromelose
de alto desempenho sem agentes gelificantes, que apresentou um perfil adequado
de dissolucdo. Além disso, a comparacdo entre as capsulas de gelatina e
hipromelose contendo carragenana e a de hipromelose sem agente gelificantes,
demonstrou que esta Ultima € superior em termos de resisténcia mecanica,
higroscopicidade e compatibilidade com uma ampla faixa de ativos. A capsula de
hipromelose sem agente gelificantes demonstrou menor variagao de peso, melhor
maguinabilidade e extravazamento de pds, que a capsula hipromelose contendo
carragenana. Portanto, a capsula hipromelose sem agentes gelificantes demonstrou
uma aplicabilidade mais ampla que as céapsulas de gelatina no tocante ao
desenvolvimento de novos farmacos, devido especialmente a sua inércia e
compatibilidade para uma ampla faixa de excipientes, incluindo aqueles para
formulag@es liquidas. Em uma segunda fase da qualificacdo, as propriedades de
desintegracdo e dissolucdo da capsula de hipromelose sem agentes gelificantes
foram avaliadas clinicamente com base no sistema de classificacdo biofarmacéutica
de solubilidade e permeabilidade, para 10 novos compostos, de origem sintética.
Com base em seu desempenho, a capsula hipromelose sem agentes gelificantes
tem sido utilizada com sucesso em cerca de 20 novos compostos em fase de
investigacdo (KU et al., 2010).

Dentre as capsulas de hipromelose disponiveis no mercado, estd a Vcaps®
Plus, sem adicdo de agentes gelificantes e sem conservantes. Estas sao produzidas
empregando-se pequenas quantidades de agentes de moldagem no processo de

fabricagcdo, conforme a descricdo da edicdo mais atual da European and US
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Pharmacopeia e do Food Chemical Codex, que admitem invélucro das capsulas
contendo opalescentes e corantes. Nenhuma matéria-prima de origem animal &
empregada. Estas capsulas vegetais sdo de alto desempenho e compativeis com
diferentes tipos de produtos, incluindo os higroscopicos. Sao fabricadas por
processo similar ao da capsula dura de gelatina, em condigbes controladas
equivalentes e boas préticas de fabricacdo (CAPSUGEL, 2008).

2.2 Aspectos boténicos e farmacognosticos do Sene

A palavra ‘Sene’ € de origem arabe e corresponde ao nome popular para as
espécies do género Cassia (Caesalpinaceae/Fabaceae) conhecidas desde a
antiguidade pelas propriedades laxantes. As espécies mais difundidas
comercialmente de Sene sdo a Cassia angustifolia Vahl, conhecida pelos nomes
populares de Sene da india e Sene de Tinnevelly, e a Cassia acutifolia (ALONSO,
1998). A Cassia angustifolia € originaria do sul da Peninsula Arabica, Punjab e
Somadlia; sendo introduzida posteriormente no sul da India, em especial nos
territorios que lhe cunham a origem comercial, como o Sene de Tinnevelly. Consiste
num arbusto cuja altura pode chegar a 1,5 metros, as folhas sao paripenadas
compostas, com 3 a 7 pares de foliolos estreitos ou arredondados, de cor
verde palido ou verde-amarelado, crescendo silvestre preferencialmente em zonas
desérticas, e esta atualmente disseminada em todas as regibes semiaridas do
mundo (FARMACOPEIA PORTUGUESA 82 Ed., 2005).
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Figura 01 - llustracdo das estruturas vegetais e do arbusto da espécie Cassia angustiofolia Vahl.
(fontes: Farmacopeia Portuguesa VIII, 2005 e http://www.plantasmedicinaisefitoterapia.com/plantas-
medicinais-Sene.html).

A importancia do Sene como purgativo € evidenciada pela sua incluséo e
permanéncia na maioria das farmacopeias correntes (MARTINDALE, 1977). Os
laxantes de Sene originam-se de diferentes espécies, cujas origens geograficas
usualmente identificam os nomes comerciais. Entre sindnimos boténicos e
comerciais para C. angustifolia, o manual “A Moderm Herbal” descreve: Sena
alexandrina, Sena nubia, Cassia senna, Cassia lenitiva, Cassia lanceolata, Cassia
officinalis, Cassia aethiopica, Sena acutifolia, Cassia augustifolia, Sene Egipcio,
Sene de la Palthe, Sene de Tinnevelly e Sene do leste indiano (GRIEVE,1931).
Ainda, como um exemplo da variedade descritiva do Sene, pelo menos 17
sinonimias sao registradas para esta C. angustifolia (PLANTAMED, 2012). O
fedegoso (Cassia occidentalis L.), uma excec¢do a esta nomenclatura tradicional, é
nativa nas Ameéricas (READER’S DIGEST BRASIL, 1999). No entanto, as
farmacopeias brasileiras mais atuais referem-se a Senna alexandrina P. Miller,
restringindo-se, em sua quinta edicao, a descricdo dos foliolos (Sennae folium), cujo
material, quando dessecado, constitui a droga vegetal (BRASIL, 2010 a).

Tradicionalmente, tanto os foliolos (neste caso, a droga vegetal ndo consiste
da folha inteira, mas dos foliolos removidos) quanto as sementes (vagens) sdo
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utilizados, e de modo geral, a composicao de derivados antracénicos é semelhante
nos foliolos e foliculos. No entanto, o teor total de glicosideos antrandides é maior
nos frutos (5%) que nos foliolos (3%); em contrapartida, estes ultimos possuem
maior teor em derivados da aloeemodina, as quais se chegou a atribuir efeitos
terapéuticos mais acentuados. Assim, na mesma dose, foliolos apresentam efeito
laxante mais intenso que os frutos. Tanto as folhas quanto as vagens sao colhidas e
secas para serem empregadas como laxantes. Infusdes (cha de Sene), tinturas e
xaropes sao também utilizados. A droga age irritando o intestino, o que acelera a
sua motilidade. As folhas de Sene sdo mais comumente usadas na forma de chas,
mas 0s extratos sdo frequentes em uma variedade de produtos laxativos. Como
drogas farmacopeicas, as folhas e as vagens de Sene sdo denominadas Sennae
folium e Sennae fructus, respectivamente, com o indicativo de ‘promover
movimentos intestinais moderados e amolecer as fezes, por exemplo, em pacientes
com fissuras anais ou hemorroidas, antes de procedimentos diagndsticos, ou apos
alguma cirurgia ano-retal’ (SCHULZ et al., 2004). Ja na primeira versdo da Grande
Farmacopeia Brasileira, Chernoviz menciona o Sene como um dos purgativos mais
seguros e mais frequentemente empregados, sendo que, para evitar célicas
eventuais, pode ser associado a substancias aromaticas, como a canela, erva-doce,
gengibre, ou outros purgantes menos energéticos (CHERNOVIZ, 1996). O Sene tem
a vantagem de produzir o efeito purgativo quase imediatamente depois de sua
aplicacdo. Apesar de tudo, deve-se ter cautela, uma vez que as doses muito
frequentes ou excessivas podem resultar em sintomas de lesdo de figado
(READER’S DIGEST BRASIL, 1999).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira 52 Edicdo (2010), a droga vegetal é
constituida dos foliolos dessecados contendo, no minimo, 2,5% de derivados
hidroxiantracénicos expressos em senosideo B, e 0,6% de senosideo B e 0,5% de
senosideo A; ndo devendo ser utilizados antes de um ano apdés a colheita. Isto esta
em acordo com The Complete German Commission E Monographs — Therapeutic
Guide to Herbal Medicines (THE AMERICAN BOTANICAL COUNCIL, 1998) que
preconiza um conteddo minimo de 2,5% de glicosideos hidroxiantracénicos,

calculados com referéncia a senosideos B para a droga seca.
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Além deste detalhe, a Farmacopeia Brasileira 52 Edi¢do (2010) atualizou os
requerimentos para o Sennae folium preconizando 0s requerimentos para 0sS

parametros abaixo:

Caracteristicas organolépticas: sabor e odor.
= Descri¢ao botanica

» Macroscépica: aspectos botanicos relacionados aos foliolos.

= Microscopica: aspectos micromorfolégicos e cortes histolégicos do
material vegetal (foliolos).

= Descricdo microscopica do p6 da planta: coloragdo, aspectos

micromorfoldgicos, diferenciacdo entre foliolos e raques foliares.
» |dentificacéo:
» Testes colorimétricos.
= Microssublimacéo e colorimetria especifica.
= Cromatografia em camada delgada com eluentes e reveladores
quimicos especificos de extratos alcoolicos pré-definidos da droga
vegetal; medidas de Rf.
» Ensaios de Pureza:
= Material estranho: sujidades e raques foliares.
= Conteudo de agua.
= Cinzas totais.
= Doseamento dos derivados hidroxiantracénicos: espectrofotometria;

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

As principais antraquinonas constituintes do Sene sdo o0s glicosideos
hidroxiantracénicos diméricos cujas agliconas sdo compostas de emodina de aloés
e/ou de reina. A maior concentracdo € de senosideos A e B (classe das reina-
diantronas), par de estereoisbmeros cujas agliconas (senidina A e B) sao diantronas
derivadas de reina. O contetdo quimico do Sene também inclui pequena quantidade
de glicosideos monoméricos e antraquinonas livres, entre as quais se destacam
aloeemodina, crisofanol, reina (ALONSO, 1998); além de pequenas quantidades de
flavonoides e outros derivados minoritarios do naftaleno (WHO, 1999),

demonstrados na Figura 02. Os senosideos A e B séo substancias isoméricas
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amarelas e cristalizaveis, sollveis em alcool e pouco solluveis em agua; constituindo-
se na base do controle quimico da qualidade da droga vegetal, e medicamentos

derivados de Sene.

H O//h,,

HO x HO X
HO/ HO/
*Senosideo A (10-10-trans) Senosideo B (meso) (10-10-cis)
C42H38020 M= 862,74 C42H38020 M= 862,74
OH 0 OH OH 0 OH

OH

OH (e} OH OH (o)
Senidina A Senidina B
C3H180190 M =538,46 C30H15010 M =M =538,46

OH

Senidina A monoglucosideo Senidina B monoglucosideo
C36H28015 M =700 C36H23015 M =700



HOz,,
o] (0]
HO' < HO x
HO/ HO/
Senosideo C (10-10-trans) *Senosideo D (meso) (10-10-cis)
C42H40019 M = 848,8 C42H40019 M= 848,8

*Senosideo E
C44H38023 M =934

HO
HO,C

o] 0
Reina 8-glucosideo Aloeemodina 8-glucosideo

28
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021H18011 M = 446 C21H20010 M =432
HO,C O‘
(6]
Reina Aloeemodina
C15H806 M= 284,2 C15H1005 M= 270,2
OH 0 OH OH 0 OH
Me O,Q OH O‘O Me
O (0]

Emodina Crisofanol
Cl5H1005 M =270.2 C15H1004 M = 254.2
HO 0 OMe

‘O Me
0 (0]
Obtusifolin Fisciona
C16H1204 M = 268 C16H1205 M = 284.3

HO

R = H = Kaempferol diglucosideo C,;H3,01 M =610
R = OH = Quercetina diglucosideo C,;H3,01; M = 626
R = OMe = Isorhamnetina diglucosideo C,sH4,015 M =640

* Senosideo Al = isémero 6tico de Senosideo A; Senosideo D1 = isémero 6tico de Senosideo D.
** Senosideo E = literatura ndo especifica estereoquimica da ligagéo dimérica C15-C1g.

Figura 02 - Principais substancias presentes no Sene (Cassia angustiofolia Vahl.)
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A partir da defini¢éo oficial de fitoterdpico como o medicamento obtido a partir
de plantas medicinais, empregando-se exclusivamente derivados de droga vegetal
(extrato, tintura, 6leo, cera, exsudato, suco, e outros) (BRASIL, 2010 b) e das
possiveis modalidades de registro de fitoterapicos, o Sene esta entre aqueles aos
guais se permite o registro simplificado; lembrando que os compostos vegetais
devem estar em formas padronizadas, com a caracterizagdo qualitativa e
quantitativa dos seus principais ativos, fornecendo os requisitos de qualidade,
efetividade e seguranca exigidos em uma preparacdo farmacéutica moderna
conforme a RDC 14 (BRASIL, 2010 b). O quadro abaixo resume as informacdes
descritas na Instrugdo Normativa n° 5 (BRASIL, 2008), que suportam a inclusédo do

Sene na Lista de Medicamentos Fitoterapicos de Registro Simplificado.

Nomenclatura botanica Senna alexandrina Mill., Cassia angustifolia Vahl ou Cassia senna L.
Nome popular Sene

Parte usada Folhas e frutos

Padronizacao/Marcador Derivados hidroxiantracénicos expressos em senosideo B

Derivado de droga vegetal Extratos/tintura

Indicac6es/Ac¢bes terapéuticas | Laxativo

10 a 30 mg de derivados hidroxiantracénicos expressos em

Dose Diaria senosideo B
Via de Administracdo Oral
Restricdo de uso Venda sem prescricdo médica

Quadro 01 - Sene na lista de medicamentos fitoterapicos de registro simplificado
Fonte: Instrucdo Normativa n°5 (BRASIL, 2008)

2.3 Extratos secos de Sene

Estabelecer a dose adequada e eficiente é provavelmente o aspecto mais
controverso da fitoterapia contemporanea. Muitas vezes é necessario administrar
muitas capsulas ou comprimidos contendo a droga vegetal pulverizada (pé da
planta) para atingir a dose terapéutica o que acarreta a ndo aderéncia do paciente

ao tratamento. Uma solucéo para simplificar o esquema posoldgico € a utilizagéo de
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extrato seco padronizado, onde os componentes quimicos do vegetal sao ajustados
em niveis concentrados e conhecidos. A padronizacdo é utilizada para assegurar
lote a lote as especificacbes do teor de ativos, em relacdo aos quais 0S ensaios
clinicos de seguranca e eficacia foram estabelecidos e documentados (FERREIRA,
2010). Extratos secos sdo preparacdes solidas obtidas pela evaporagédo do solvente
utilizado na sua preparagdo. Estes, geralmente, apresentam no minimo, 95% de
residuo seco, calculados como percentagem de massa. Os extratos secos
padronizados séo ajustados para ter um contetdo definido de constituintes, usando
materiais inertes adequados (THE AMERICAN BOTANICAL COUNCIL, 1998). Os
extratos secos, quando preparados adequadamente, apresentam inUmeras
vantagens frente a forma fluida convencional, tais como: menor espaco necessario
para 0 armazenamento, maior concentracdo, estabilidade e facilidade de
padronizacdo dos principios ativos presentes nas plantas, o que aumenta o valor
agregado do produto (SOUZA, 2007).

No caso do Sene, um levantamento no CENTRAX BULAS (2010) aponta trés
medicamentos fitoterapicos contendo o extrato seco em capsulas duras de gelatina

disponiveis no mercado. Estes possuem em geral as composi¢des abaixo:

Medicamento 1

Cada capsula contém:

Extrato seco de Cassia angustifolia Vahl, (Sene) 100 mg
Excipiente (Amido) 1 capsula
g.s.p

Tendo o extrato padronizado em 10-11% de glicosideos hidroxiantracénicos
calculados como senosideos B. Cada capsula contém 10 mg de glicosideos
hidroxiantracénicos calculados como senosideo B.

Medicamento 2

Cada cépsula contém:

Extrato seco de Cassia angustifolia Vahl, (Sene) 80 mg
Excipiente (Amido) 300 mg
g.S.p

Tendo o extrato padronizado em 35% de senosideos totais. Cada capsula contém
28 mg de senosideos totais.
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Medicamento 3

Cada capsula contém:

Extrato seco de Cassia angustifolia Vahl, (Sene) 350 mg
Excipiente (Amido) 1 capsula
g.s.p

Tendo o extrato padronizado em 2,5% de glicosideos hidroxiantracénicos
calculados como senosideos B. Cada cépsula contém 8,75 mg de glicosideos
hidroxiantracénicos calculados como senosideo B.

No entanto, apesar de apresentarem um baixo teor de umidade, e na
manipulacédo de fitoterapicos serem utilizados preferencialmente para o preparo de
pos, capsulas e comprimidos (BRASIL, 2005), os extratos secos ainda sao
higroscopicos, devendo ser adequadamente acondicionados com dessecantes até

sua utilizacao ou processamento.

2.4  Analise quimica dos derivados de Sene

A primeira andlise para a presenca de antraquinonas em plantas foi
desenvolvida por Hugo Borntrdger, em 1897, na Alemanha, quando buscava um
meétodo rapido e preciso para detectar adulteracdes em cervejas e licores, que
durante a entressafra de lUpulo, tinham seus principios amargos substituidos por
extratos de babosa (Aloe sp.), e cujo consumo continuo provocava hepatotoxicidade
nos consumidores (BORNTRAGER, 1880). O procedimento original consistia
basicamente em extrair o material em estudo com éter sulfarico, seguido de
tratamento deste extrato com amoniaco. Os anions gerados pelas estruturas
antraquindnicas livres produziam uma coloragdo avermelhada caracteristica, que era
revertida pela adicao de acido.

No decorrer do século XX, a descoberta de Borntrager (1880) foi adaptada e
amplamente utilizada para varias outras espécies utilizadas com fins medicinais,
entre elas Cascara Sagrada (Rhamnus purshiana L.), Ruibarbo (Rheum palmatum
L.), Frangula (Rhamnus frangula L.) e Sene (Cassia angustifolia Vahl.). O
procedimento aplicado as drogas vegetais foi gradualmente variado, incluindo

principalmente a introducdo inicial de uma hidrolise oxidativa acida de moléculas
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diméricas como o0s senosideos, a fim de garantr o cOmputo das
hidroxiantraquinonas glicosiladas (ndo extraidas pelo éter) no resultado final da
andlise (LONGO; MEINARDI, 1965).

Em resumo, tanto o método aplicado as folhas quanto aos produtos derivados
do pé de Sene fundamentam-se na sequéncia de extragdo em meio aquoso,
remocdo das geninas antraquinénicas, clivagem oxidativa das di-antronas e hidrélise
acida, para resultar nas geninas antraquinénicas monomeéricas. Estas sdo entéo
determinadas colorimetricamente, pela reacdo de Borntrager; sendo os glicosideos
totais usualmente calculados sobre o teor de senosideo B (SCHULZ, et al. 2004).
Este procedimento consolidou-se no método que hoje integra a maioria das
farmacopeias do mundo, e pode ser resumido no esquema da Figura 3
(FARMACOPEIA BRASILEIRA 42 ed., 1988):

AHALISE DE ANTRAGUINOHAS

EXTRACAD DE ANTRAQUINOHAS
0,15 g + 30 mL H.O, misturar e pesar
Aquecer Banho-maria - refluxo
L Restabel ecer peso original comH ;0 e centrifugar

SOBRENAD ANTE
REMOCAOQ DE GENINAS
HCl + CHCI;
FASE AQUOSA FASE ORGANICA

CENTRIFUGAR
S0BRENAD AHTE
CLIVAGEM O XID ATIVA

Ha.CO, {pH T-8)
FeCl3
Aquecer banhosmaria —refluxo

HIDROLISE ACID A
HCI — aquec er, dissolver o precipitado - resfriar
Et,0

h J

EXTRATOS

¥

FASE AQUOSA | FASE ORGANICA | ‘ DIIDROXIANTRAQUIHONA

Et.0 Et.0
Evaporar - seca | Evaporar - seca
Ma (0 Ac), ' MeOH Mg (0 Ac), MeOH

ESPECTROFOTOMETRIANG UV (ULTRAVIOLETA)
AB SORBAH CIA 515 nm

}

DERIVADOS HIDRO'XIAHTRACE HICOS
(SENOSIDEDQ B}

Figura 03 - Procedimento de andlise de antraquinonas em Sene (fonte: Procedimento de andlise de
Sene segundo a Farmacopéia Brasileira, 1988).
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Apesar de adequar-se a questdo farmacopeica da garantia da eficacia pelo
conteudo quimico total de hidroxiantraquinonas, este procedimento baseado na
formacdo de derivados coloridos pela acdo de alcali sobre as agliconas liberadas
nao é especifico, desde que nao distingue entre 0os senosideos isoméricos A e B,
mas sim fornece o conteudo total de senosideos. Além disso, 0 risco persiste na
exatiddo da analise, desde que bi-antronas C-C (como 0s senosideos) podem néo
ser completamente oxidadas para antraquinonas (LEMLI, 1965). Estes motivos
impulsionaram o aperfeicoamento dos métodos mais diretos para analisar o
conteudo quimico em Sene (e outras drogas vegetais) — como a colorimetria sobre o
conteudo original da droga/extrato, e a aplicacdo de CLAE.

O desenvolvimento de ensaios precisos para o controle quimico do Sene e de
seus fitoderivados permaneceu, durante longo tempo, retardado devido a impreciséo
do conhecimento sobre o principio ativo na droga, (HABIB, 1980). Convém
mencionar também que os métodos de andlises envolvendo o contetdo quimico de
espécies de Sene tiveram o seu desenvolvimento pautado na droga vegetal. Desde
0s primeiros estudos cientificos até meados de 1960, os esforcos foram, mormente,
concentrados na questdo do controle de qualidade farmacéutico da droga
disponibilizada para a populagao.

Curiosamente, esta mesma dificuldade, associada aos desvios inerentes na
precisdo do controle botanico, levaram Fairbain et al. (FAIRBAIRN; SALEH, 1953;
FAIRBAIRN et al.,, 1958; FAIRBAIRN; SCHRESTHS, 1967; FAIRBAIRN; MOSS,
1970), complementados posteriormente por Kobashi et al. (1980) e Dressen et al.
(1981), a desenvolver modelos de controle biologico para verificar os efeitos de
extratos de Sene, fracOes, substancias isoladas e misturas destas, quando
ensaiados in vitro sobre bactérias dos tratos intestinais de ratos, camundongos e
humanos; assim como medidas das variacbes nos periodos de defecagdo e
consisténcia das fezes de animais tratados. A maior parte destes ensaios foi
realizada concomitantemente a aplicacdo da cromatografia de papel a estes
metabalitos, aplicada inicialmente por Shibata et al. (1950); o que foi decisivo para
0s avancos alcancados nas duas décadas seguintes. Estes avanc¢os incluiram uma
maior precisdo na identificagdo estrutural dos constituintes antraquindnicos em
espécies de Cassia (FRIEDRICH; BAIER, 1973; FAIRBAIRN; SCHRESTHS, 1967),
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assim como as quantificacdes dos principios purgativos nas plantas (BRENDEL;
SCHNEIDER, 1974; BRENDEL; BERGER, 1974).

Os meétodos analiticos para derivados de antraceno em drogas vegetais,
utilizados até a metade do século passado, foram revisados por Kraus (1959), que
racionalizou os avanc¢os obtidos até entdo com aplicacdo de fluorimetria, polarografia
e cromatografia e eletroforese em papel, cromatografia em coluna, e tendo como
base estudos colorimétricos das substéncias.

Uma cuidadosa revisao realizada por Friedrich e Baier, sobre os resultados dos
estudos entdo realizados até 1973, complementados com um exaustivo trabalho
com base em Cromatografia em Camada Delgada (CCD), resultou na elucidagéo do
rol de substancias presentes nos extratos ativos de Sene (FRIEDRICH; BAIER,
1973). O autor deixou patente que, embora a base cientifica de validacdo do Sene
admita a medida do teor de senosideos como critério de qualidade da matéria-prima
e produtos derivados, a composicdo antraquindnica dos seus extratos é mais
complexa do que a simples mistura destas substancias.

O primeiro estudo dos constituintes antraquinénicos isolados do Sene foi
realizado por Stoll et al. (1949), que identificaram os senosideos A e B, seguido do
isolamento da reina (que j& era conhecida) a partir da oxidacdo de componentes da
espécie brasileira Cassia alata L. (HAUPTMANN; NAZARIO, 1950). Dois novos
glicosideos antraquindnicos, assim como aloeemodina e tracos de emodina
glucosideo foram detectados nas vagens de C. angustifolia por Khorana e Sanghavi
(1964) e, posteriormente, o senosideo E foi isolado do ruibarbo por Oshio et al.
(1972). Estudos adicionais (FRIEDRICH; BAIER, 1973) contribuiram para aumentar
o conhecimento da presenca de hidroxiantraquinonas, e seus derivados de oxidacao
e clivagem em drogas vegetais; e 0 isdmero 6tico do senosideo A (senosideo Al) foi
identificado nas vagens de C. senna (CHRIST et al.,, 1978). Com relacdo aos
constituintes quimicos, duas espécies de Cassia foram rapidamente revisadas por
Lemli (1986), que também apontou a questdo da isomerizacdo nos senosideos
dimeros. A partir do estabelecimento das estruturas das substancias, deslanchou
tanto o desenvolvimento das analises quimicas de hidroxiantraquinonas quanto a
proposicdo de métodos mais rapidos e eficientes para extracdes de componentes

especificos de plantas contendo este tipo de substancias (LADDHA, 2009).
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O diagnodstico e a detecgcdo colorimétrica das antraguinonas em vegetais
evoluiu conjuntamente com o0s procedimentos utilizados para a separagdo e
identificacdo destas substancias, quando originalmente se empregavam meios
quimicos envolvendo clivagem, hidrélise e extracbes em diferentes pHs
(KUSSMAUL; BECKER, 1947). O método espectrofotométrico para analise dos
senosideos foi desenvolvido por Auterhoff e Kinsky (1965) e mais tarde aperfeicoado
por Brendel e Schneider (1974), o que permitiu corrigir os resultados obtidos
originalmente muito altos para o teor de senosideos. A fidelidade dos resultados
analiticos no acesso do conteudo de antraquinonas diméricas ainda avangou mais
com o estudo de Habib e El-Sebakhy (1980), por intermédio de um procedimento
mais elaborado no preparo da amostra, no sentido de diferenciar os mondmeros
carboxilicos presentes, principalmente os glicosideos de reina (SCHULZ et al.,
2004).

O estabelecimento do método colorimétrico, até sua consolidagdo nas
farmacopeias, ainda passou por muitas etapas de aperfeicoamento, desde a
adequacao continua do preparo da amostra a ser analisada, até a proposicédo de
variantes técnicas e consequentes validagbes analiticas. Estas ultimas derivaram
principalmente da introducdo paulatina de novas tecnologias nas anélises organicas,
considerando tanto novos equipamentos, novas e mais eficientes fases
cromatograficas, reveladores quimicos inéditos para antraquinonas, etc.
(LAWRENCE; FREI, 1973) Neste contexto, também contribuiram o surgimento de
novos meétodos e adaptacdes inéditas de métodos existentes, como CLAE associada
a analises densitométricas (DEQUEKER et al., 1964; SHAH et al., 2000; AKTAR et
al., 2008), cromatografia associada a particdo ibnica (KOMOLAFE, 1978; SAGARA
et al., 1987), eletroforese (ZWAVING, 1974; LEMMENS, 1977) e outras (KRAUS,
1959).

Todavia, de uma maneira geral, a maioria dos métodos desenvolvidos neste
contexto de caracterizacdo e quantificacdo das hidroxiantraquinonas sempre
apresentou uma forte dependéncia da etapa de preparo das amostras para analise;
considerando que essas contém misturas de glicosideos e substancias nao
glicosiladas (com diferencas marcantes de solubilidades) igualmente importantes
para a eficacia dos fitocomplexos de Sene. Estes motivos impulsionaram a busca

por consolidar meios mais diretos para analisar o conteido de senosideos em Sene
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(e outras drogas vegetais) — como a aplicacdo da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), em inglés High Performance/Pressure Liquid Chromatography
(HPLC). Neste contexto, embora a metodologia colorimétrica, com base na
determinacao do teor de senosideos, ainda seja o principal suporte para o controle
de qualidade do Sene nas farmacopeias internacionais, a técnica de CLAE vem
sendo gradualmente implantada como método preconizado de analise farmacopeica.
Esta novidade foi recentemente incorporada na 52 edicdo da Farmacopeia Brasileira
(2010).

A CLAE é uma técnica cromatografica que se caracteriza por usar alta
pressdo aplicada a fase médvel. Isso permite que se utilizem particulas de diametro
reduzido (na ordem de 5,0 um) na fase estacionaria que consiste no recheio da
coluna cromatografica. O aumento da éarea superficial produz maior poder de
absorcao, promovendo uma separagao mais eficiente dos componentes da amostra.
Assim, esta técnica permite lancar mdo de colunas pequenas, menores quantidades
de amostra (escala de pL) e economia de fase movel. O acoplamento do
cromatografo com o espectrometro de massas combina as vantagens desta
cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separagdo) com as vantagens da
espectrometria de massas (obtencdo de informacgdo estrutural, massa molar e
aumento da seletividade). A técnica que acopla a cromatografia liquida a deteccao
de massas é conhecida como CL-EM (CLAE-EM). Este acoplamento funciona
melhor quanto menos cada instrumento em separado é afetado pela conexdo entre
eles; assim como ndo devem ocorrer modificacdes quimicas ndo controladas do
analito e perda de amostra durante esta transicdo. Por este motivo, a maneira que
ocorre o interfaceamento entre o cromatografo e o detector € fundamental para a
fidelidade das analises (CHIARADIA et al., 2008).

A aplicacdo da técnica de CLAE aos constituintes de espécies do género
Cassia desenvolveu-se entre meados de 1970 e 1980 (RAI et al., 1975; GORLER et
al., 1979; HAYASHI et al., 1980; KOMOLAFE, 1981; DUEZ et al., 1984). Como para
o método colorimétrico, as analises de hidroxiantraquinonas por CLAE evoluiram
nas Ultimas décadas de maneira par e passo com 0s ganhos tecnoldgicos dos
equipamentos e das colunas de separacdo cromatografica. Uma breve revisdo da
literatura (ja excluindo as referéncias acima citadas) dos estudos mais pertinentes

sobre este assunto esta resumida no Quadro 02.
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Somado aos estudos de isolamento e identificacdo, assim como a maior
disponibilidade dos componentes antraquindnicos do Sene, a técnica de CLAE se
estabeleceu gradativamente como um método quantitativo. Muitos artigos sobre
quantificacdo de antraquinonas glicosiladas surgiram nas duas ultimas décadas do
século passado (Quadro 02), culminando mais recentemente com a aplicacdo da
técnica de CLAE acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM) (STUPPNER,;
STURM, 1996; LIAO et al., 1998; DAVID et al., 2009). Esta técnica hifenizada n&o s6
contribuiu para estabelecer um perfil quimico mais preciso para a droga vegetal
(DEMIREZER et al.,, 2011), como também para identificar a presenca de
antraquinonas inéditas nos seus extratos e fracdes (TERREAUX et al., 2002; XU et
al., 2012).

Entre as modalidades de deteccdo mais utilizadas estd a ionizacdo por
eletronebulizacéo (IEN), em inglés electrospray ionization, que representa a fonte de
ilonizacdo do analito localizada na interface do sistema. Devido ao modo de
obtencdo dos ions por esta fonte de ionizacdo, a sua aplicacdo é favorecida em
compostos ionizaveis em solucdo e compostos altamente polares que podem ser
facilmente ionizados. A ionizagdo ocorre diretamente na solugdo, o que evita a
degradacdo dos compostos sensiveis. Uma variacdo desta técnica é a ionizacao
quimica a pressao atmosférica (IPQA), em inglés atmospheric pressure chemical
ionization, que pode ser considerada uma fonte de ionizagcdo complementar a IEN,
pois € aplicavel a compostos apolares ou de média polaridade, volateis e
termicamente estaveis, uma vez que a ionizagao ocorre em fase gasosa, e também
porque IQPA é aplicavel a vazbes maiores do eluente cromatogréfico do que as
suportadas por IEN. Tanto na IEN quanto na IQPA ocorre a denominada ionizacéo
suave, isto é, sdo formados fons pseudo-moleculares intactos, [M+H]" no modo
positivo, ou [M-H]" no modo negativo, porque a energia empregada nestas fontes de
ionizacdo nao € suficiente para gerar uma fragmentacao significativa das moléculas
do analito. Nestas fontes de ionizacdo, mais comumente na IQPA, também pode
ocorrer a formacdo de adutos entre os ions moleculares e Na*, K*, NH;*, HCOO e
CH3COO, que sdo espécies ibnicas presentes nas fases médveis provenientes dos
modificadores adicionados a elas (CHIARADIA et al., 2008).
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Equipamento/coluna Condic¢des de analise Material analisado Referéncia
Sistema CLAE + bomba SP- | Coluna Sensyu-Pak coluna (25cm x Senosideos A, B, C e E | Oshima &
800-150SD, detector UV 8,0mm) com Nucleosil 5 N(CH3)>. do extrato Takahashi,
UVILOG-5III, valvula de Fase movel (isocratico): THF-agua- metanolico de ruibarbo. | 1983
injecdo Rheodyne Model HOACc (8:2:1), vazao 3,5 mL/min,

7125, registrador Seconic deteccao 280 nm.
SS-250f.
Bomba 6000 A, e injetor UsK | Coluna pl Bondapak TM/C 18 Padrdes comerciais de | Merle et al.,
Waters, detector Waters, granulometria 10 um. Fase senosideos A e B: 1984
espectrofotdmetro mod 450, | mével (isocratico) 100 mL sol t- medida de
registrador Omniscribe BuNH4 OH 0,1N + 300 mL MeOH + | isomerizacdo com luz
Waters. 1L agua, ajuste de pH 7,5 com em 150 dias: sen B —
H3PO4, vazdo 1,5 mL/min. Detec¢cdo | sen A — reina.
254 nm.
Sistema (Waters): duas Coluna Cosmosil 5C1g (5pum, 25 cm x | Fitoterapico chinés Sheu & Lu,
bombas Mod 510, 4,6 mm), pré-coluna p Bondapak Cig | (Hsiao-cheng-chi-tang) | 1995
controlador automatico de Millipore. Fase mével (gradiente contendo sen A, sen B,
gradiente Mod 680, DAD linear) A+B [A = tamp&o: CH3CN 9:1 | emodina, flavonoides,
Mod 991. (tampdo: 0.02M NaOAc e 0.4197 M outros
HOAC)]; B = MeOH:CH3CN:1%HOAc
9:9:2, vazéo 0,8 mL/min. Detec¢éo
em 280 nm.
Sistema (Waters): duas Coluna inox com cartucho Nucleosil 5 | Extratos de frutos e Metzger &
bombas W 510 S Waters, Cs (5um, 250x4 mm), 20 °C. Fase folhas de S. Reif, 1996
vélvula de inje¢cdo Rheodyne | moével (gradiente ndo linear) A+B [A = | angustifolia e S.
7125, injetor automético W 0,02 M hidrogéniofosfato com H3PO4 | acutifolia contra
717, DAD W 996, até pH 2; B = CH3CN. Detecgdo em padrées comerciais de
Workstation Millenium. 435 nm (antraquinonas) e 270 nm 5 antraquinonas + 2
(biantranilas). glicosideos (quali) + 9
senosideos, agliconas
e monoglucosideos A,
Al, C, D, D1 (quali) +
sen B (quanti)
Sistema modular Waters Coluna pl Bondapak C1g (300 x Sementes de C. Verma et
com bomba M-6000, injetor 3,9mm, particula 10 um). Fase angustifolia: al.,1996
UG6K, detector A variavel M- movel: MeOH:agua:HOAC: THF senosideos A e B.
450 e médulo de dados M- 60:38:2:2 v/v) (isocratico), vazdo 0,8 Medidas de
730. mL/min, 25 °C. Deteccdo em 254 nm. | recuperacao.
Sistema modular Waters Coluna Symetry C1g Waters (150 x Folhas e vagens de C. *Bala et al.,
com duas bombas Mod 501, | 4,6mm, 5 um). Fase mével (gradiente | angustifolia. Andlise 2001

injetor U6K, controlador
automatico de gradiente Mod
680, degasificador in line,
DAD W 996, Workstation
Millenium 2010.

linear binario) A+B [A = MeOH,HOACc
20:80:0,1 v/v, pH 4,0]; B = 80:20:0.1,

pH 4,0], 25 °C. Vazéo 0,6 mL/min (20
min)+1,0 mL/min (30 min). Detec¢éo

em 285 nm.

quantitativa de sen A e
sen B contra curvas de
calibragdo com
padrées comerciais.

Nao indicado.

Coluna de silica octadecilsilanizada

Quantificagcéo de

Farmacopeia

(150mm x 3,9mm, 4 um). Fase senosideos A e B nas Brasileira 52
movel: A+B (isocratica intercalada amostras com Ed. 2010.
com periodos de gradiente linear) [A | referéncia a curva
= agua:TFA (100:0,08); B = CH3CN] analitica contendo sen
vazéo 0,9 mL/min. Deteccéo 270 nm. | A + sen B.
System Agilent 1100 com Otimizacdo inicial de condi¢fes pela | Quantificacdo Xu et al.,
sistema de bombeamento separacao e tempo de andlise, simultanea de 8 2012

Quatpump G1311A, DAD
UV-VIS G1315B,
degasificador G1322A.

incluindo tipo de coluna e fase moével:
coluna Cig Luna (250 x 4,6 mm, 5
um), temperatura ambiente. Fase
movel: CH3CN:agua+0.1% H3PO4
(gradiente). Vaz&o 1,0 mL/min.
Detecgcdo em 278 nm.

antraquinonas
(glucosideos e
agliconas; mas nao
senosideos), usando
como paddes
substancias isoladas e
certificadas de C.
obtusifolia

* Condi¢cBes adaptadas e utilizadas para quantificar os senosideos por CLAE no presente estudo.
A - Lambda = comprimento de onda

Quadro 02 - Exemplos de separacdo de hidroxiantraquinonas (senosideos) por CLAE.
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3 OBJETIVOS

3.1

Objetivo geral

Realizar um estudo comparativo do desempenho (estabilidade) de capsulas

duras de gelatina e capsulas duras de hipromelose contendo extrato seco de sene

sob condicfes de estresse térmico.

3.2

3.2.1

Objetivos especificos

Verificar comparativamente a influéncia de um extrato higroscépico sobre a
estabilidade fisico e quimica dos invélucros de gelatina e hipromelose
Verificar comparativamente a estabilidade fisico e quimica do conteudo

(extrato seco de Sene) mediante encapsulamento em gelatina e hipromelose.

Metas

Obter cépsulas duras com extrato seco de sene utilizando hipromelose e
gelatina

Analisar por CLAE o teor de senosideos A e B no extrato encapsulado em
caspulas de gelatina

Analisar por CLAE o teor de senosideos A e B no extrato encapsulado em
caspulas de hipromelose

Avaliar a estabilidade quimica do extrato seco encapsulado em ambos 0s
polimeros (gelatina e hipromelose) apos estabilidade acelerada no periodo de
6 meses, em condicdes especificas

Avaliar a integridade das cépsulas de gelatina e hipromelose apos
estabilidade acelerada no periodo de 6 meses, em condi¢des especificas
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Os excipientes e reagentes utilizados foram: Amido (Cargill, Lote n® 2514),
senosideo A (Sigma-Aldrich), senosideo B (Sigma-Aldrich), metanol (grau HPLC),
acido acetico, acetato de magnésio, acido sulfurico (Vetec). As capsulas de gelatina
(Coni-Snap® - Capsugel) e de hipromelose (Vcaps® Plus - Capsugel) ambas no
tamanho n° O e na cor natural (sem adicdo de corantes) foram gentiimente
fornecidas pelos Laboratérios Pfizer. Estas capsulas tamanho 0 apresentavam as
seguintes caracteristicas: capacidade para 0,68 mL, peso médio de 90 a 102 mg,
diametro externo do corpo 7,34 mm (x 0,06) e da tampa 7,64 mm (+ 0,06),
comprimento do corpo 18,44 mm (+ 0,46 mm), comprimento da tampa 10,72 (+ 0,46

mm) e comprimento total de 21,7 mm (x 0,3 mm).

4.2 Obtencao do extrato seco de Sene

O extrato seco de Sene (Cassia angustifolia Vahl) foi adquirido da empresa
Pharmanostra e segundo o laudo (Anexo A) apresenta as seguintes caracteristicas:
pH 4,8 (solugdo 10% em agua), densidade aparente 0,470 g/mL, teor de senosideos
B 2,72%. A avaliacdo microbiologica foi realizada pelo fornecedor e esta dentro da
faixa permitida pela OMS (Organiza¢cdo Mundial de Saude) para a qualidade das
matérias-primas vegetais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999).

4.3 Caracterizagdo do extrato seco de Sene

4.3.1. Perda por dessecacao

Um grama de extrato seco foi exatamente pesado ao 0,1 mg em pesa-filtro,

previamente tarado e dessecado por 30 minutos nas mesmas condi¢des do ensaio e
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resfriado. Foi colocado em estufa a vacuo (VWR Brand 1400E) a temperatura de
105 °C por 2 horas. Foi resfriado a temperatura ambiente em dessecador e pesado
ao 0,1 mg em balanca analitica (Sartorius A200S). O procedimento todo foi repetido
até peso constante. Os resultados foram expressos como perda da massa
percentual, através da média de quatro determina¢Bes (Farmacopeia Brasileira 52
Ed., 2010).

4.3.2. Determinacdo do teor de cinzas

A um grama de extrato exatamente pesado ao 0,1 mg em cadinho de platina
previamente calcinado, esfriado em dessecador e tarado, foi adicionado 1 mL de
acido sulfarico PA concentrado. Em seguida, o cadinho foi aquecido brandamente
até carbonizacdo em mufla (Fornitec 1646) a temperatura de 600° C + 50 °C. O
cadinho foi retirado e resfriado, e em seguida adicionou-se lentamente 1 mL de
acido sulfurico para umedecimento do residuo, que voltou a ser carbonizado e
incinerado em mufla a 600 °C + 50 °C. O cadinho contendo o residuo foi resfriado
em dessecador e novamente pesado (balanca analitica Sartorius A200S) e
incinerado por mais 30 minutos. Este procedimento foi repetido até que a diferenca
entre as duas pesagens sucessivas ficou abaixo de 0,5 mg (Farmacopeia Brasileira
52 Ed., 2010).

4.3.3. Andlise granulométrica

Para a andlise foram separados cinco tamises de malhas de abertura nominal
de 180 pm, 150 pm, 106 um, 75 pm e 63 um, providos de tampa e fundo coletor.
Uma amostra de 2,02 g de extrato seco de Sene foi transferida e distribuida
uniformemente no tamis superior. O conjunto foi tampado, colocado em tamisador
vibratorio (Granulémetro Retsch, modelo AS 200 Basic) e submetido a passagem
forcada por vibracao por 15 minutos. ApGs o término do processo, 0 material (extrato
seco) de cada tamis foi cuidadosamente recolhido e o seu peso devidamente

determinado (Farmacopeia Brasileira, 52 Ed., 2010).
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4.3.4. Determinacdo espectrofotométrica dos derivados hidroxiantracénicos no

extrato seco de Sene

Os derivados hidroxiantracénicos presentes no extrato foram quantificados
por espectrofotometria de absorcdo no visivel segundo metodologia descrita na
Farmacopeia Brasileira 52 ed. (2010). Resumidamente, a analise foi realizada com
amostras de extrato seco de diferentes massas. Uma amostra de cerca de 200 mg
denominada AMOSTRA 1, e uma amostra de cerca de 53 mg denominada
AMOSTRA 2 foram separadamente dispersas em 30 mL de agua destilada e
aguecidas sob refluxo durante 15 minutos. Em seguida foram resfriadas a
temperatura ambiente, filtradas, acidificadas com 1 gota de acido cloridrico 2 M (PH
~2); e extraidas sucessivamente com cloroférmio (3 x 5 mL). A fase organica foi
desprezada e a fase aquosa centrifugada (Excelsa 4, FANEN) a 200 rpm por 10
minutos. Quatro mililitros do sobrenadante foram transferidos para baldo de fundo
redondo e o pH ajustado para 7,0-8,0 com solucéo de carbonato de sédio 5% (p/v).
A esta solucdo foram adicionados 8 mL de solucdo de cloreto férrico 10,5% (p/v),
sendo levada ao aquecimento sob refluxo 20 minutos, acidificada com 0,4 mL de
HCI concentrado, resfriada e extraida por éter etilico (1 x 10 mL + 2 x 7 mL), que é
completado a 25 mL. Uma aliquota (5 mL) da fase etérea foi completamente
evaporada e o residuo resuspenso em acetato de magnésio 0,5% (p/v) em metanol.
A absorbancia foi medida em 515 nm imediatamente ao seu preparo. As
determinacdes foram realizadas em no minimo duplicata para ambas as amostras. O
teor de derivados hidroxiantracénicos foi calculado como senosideo B, de acordo
com a expressao:

% SB = (A x 0,718) / m

Em que:

SB = derivados hidroxiantracénicos;

A = absorbancia da solucdo amostra;

m = massa de amostra considerando determinacao de agua;

0,718 = coeficiente de extingdo molar



44

4.4  Preparacdo e caracterizacdo das capsulas contendo extrato de Sene

No presente trabalho foram utilizadas dois tipos de capsulas duras: capsulas
de gelatina (Coni-Snap®), fabricadas pela Capsugel Inc. Greenwood - EUA e
capsulas de hipromelose (Vcaps® Plus), fabricadas pela Capsugel Inc. Puebla -
México. Os certificados de andlise de ambas as cdpsulas vazias estdo nos Anexos B
e C, respectivamente.

Foram separadas 720 capsulas duras, 360 de cada tipos de involucros
hipromelose e gelatina. Estas capsulas foram preenchidas com extrato seco de
Sene padronizado, usando o método de enchimento manual em tabuleiro
(Encapsulador manual Capsutec — tamanho 0 - 360 capsulas/partida).

Foi utilizada a seguinte composi¢éo para o enchimento das cdpsulas:
Extrato seco de Cassia angustifolia Vahl, (Sene)........cccccvvvvvvviiiviiiciennennn. 550 mg

EXcipiente (AMIAO).......uuureeiieieieiieeeee e g.s.p. 1 capsula

A figura 04 ilustra parte do processo de enchimento manual das cépsulas
com extrato seco de Sene em tabuleiro e o aspecto final de parte das capsulas

preparadas.

Figura 04 - llustracdo de parte do processo de preparo das capsulas e aspecto das capsulas de
hipromelose.
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4.4.1. Determinacdo do peso médio

A determinacdo de peso médio foi efetuada conforme a Farmacopeia
Brasileira 52 edicdo (2010), onde 20 céapsulas foram pesadas individualmente, o
conteudo foi removido de cada uma das capsulas e pesado novamente. O peso do
contetdo de cada capsula foi determinado pela diferenca de peso entre a capsula
cheia e a capsula vazia. Com os valores obtidos foi determinado o peso médio do
conteudo. Pode-se tolerar ndo mais que duas unidades fora dos limites
especificados (+7,5%) em relacdo ao peso meédio do conteudo, porém, nenhuma

podera estar acima ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas.

4.4.2. Estudo de estabilidade térmica acelerada

Os testes de estabilidade foram realizados no laboratorio de estabilidade da
Capsugel® (Geenwood, SC, EUA) segundo o guia de métodos analiticos do referido
Laboratorio, cujas metodologias estdo baseadas na descricdo da USP 33 (2205) e
no ICH — Q1A (R2) Stability Testing of New Drug Substance and Products (ICH,
2003), atendendo aos critérios da RE n°1 de 29 de julho de 2005 - Guia para Estudo
de Estabilidade de Medicamentos (BRASIL, 2005).

Amostras de capsulas vazias e de capsulas contendo extrato seco de ambos
os tipos de capsulas duras (capsulas gelatina e hipromelose) acondicionadas em
embalagem secundaria, frasco de polietileno de alta densidade branco opaco
(Vepakum PEAD 60 mL H /L = 43,5/ 63,5 - 60 capsulas), foram colocadas em
dessecador e enviadas por modal aéreo para Greenwood, SC, EUA em container
com temperatura (20°C + 5°C) e umidade controlada (50% + 5 de umidade relativa -
UR). No laboratério de estabilidade, as amostras foram submetidas a estresse

térmico acelerado por 6 meses nas seguintes condicdes:

- seis frascos contendo 60 capsulas de cada tipo de invélucro gelatina e
hipromelose (trés frascos de capsulas vazias e trés frascos de céapsulas
cheias) foram colocados em camara climatica (Darwin Chamber Company,
modelo PH052) a 30 + 2 °C e 65% + 5% UR.
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- seis frascos de polietilieno de alta densidade contendo 60 capsulas de
hipromelose (trés frascos de capsulas vazias e trés frascos de capsulas
cheias) foram colocados em camara climatica (Darwin Chamber Company,
modelo PH052) a 40 + 2 °C e 75% + 5% UR.

Apos o periodo de 6 meses as capsulas foram submetidas aos seguintes

testes de avaliagéo:

4.4.2.1. Perda por dessecacgao

A medida do teor de umidade foi realizada utilizando o método de perda por
secagem, método 731, segundo a USP 34 (2010). Em pesa-filtro previamente tarado
foram colocadas 20 capsulas e o peso determinado em balancga analitica de 0,1 mg
de precisdo. Em seguida, o pesa-filtro com as capsulas foi colocado em forno (Blue
M Mechanical Oven, modelo MO1490A-1) a 105 + 2°C por 3 horas. Ap0s esse
periodo foi retirado e mantido em dessecador por 2 horas e em seguida foi
novamente submetido a pesagem em balanca analitica. A perda por dessecacao foi
determinada a partir da diferenga entre as massas.

4.4.2.2. Desintegracao

O teste de desintegracdo foi realizado empregando uma amostra de 6
capsulas duras de cada um dos tipos (capsulas de gelatina e capsulas de
hipromelose), método 701, segundo a USP 34 (2010), empregando um dissolutor
SOTAX DT2. O sistema operou em ciclos de 20-32 ciclos/min, usando como meio
dissolutor 900 mL de agua destilada em faixa de temperatura de 35° a 39°C. O
tempo de desintegragéo foi determinado em minutos. A avaliagao foi realizada nas

capsulas vazias e nas capsulas cheias.

4.4.2.3. Suscetibilidade a quebra

Esta avaliacdo foi desenvolvida pelos Laboratérios Capsugel® para avaliacao
de seus produtos. Para este teste foi empregado um dispositivo constituido de um
bloco de aco inox de peso conhecido acionado por um gatilho. Uma capsula
(amostra) bem fechada foi colocada sob uma superficie firme e plana, o dispositivo
foi posicionado sobre a capsula e o gatilho disparado, o bloco de acgo inox é langado

sobre a capsula. Este procedimento foi realizado individualmente para 100 capsulas.
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Ao final, cada capsula foi analisada, identificando quaisquer buracos, rachaduras, ou
pequenas quebras. O procedimento foi realizado nas capsulas vazias e nas

capsulas cheias, apos terem sido esvaziadas.

4.4.2.4. Atividade de agua

A atividade de agua foi determinada com auxilio em um equipamento Aqualab
Dew Point Water Activity Meter 4TE e foi realizada nas capsulas cheias e vazias. O
meétodo utilizado € comumente empregado pela Capsugel e foi baseado no método
42.1.03, item ¢, da AOAC (2010).

4.4.2.5. Analise dos senosideos nas capsulas duras
4.4.2.5.1. Identificacdo dos senosideos A e B por CLAE-DAD-EM

A andlise da amostra (conteudo da capsula de hipromelose) foi realizada em

um cromatoégrafo liquido de ultra eficiéncia Shimadzu (Tokyo), modelo Prominence-
Nexera, composto pelos seguintes modulos: duas bombas de alta pressao LC-30AD,
desgaseificador por membranas DGU-20As, amostrador automatico (injetor) SIL-
30AC, forno de coluna CTO-30A, detector espectrofotométrico com arranjo de
fotodiodos (DAD) SPD-M20A com célula de 210 nL, detector espectrométrico
quadrupolo de massas MS ZQ (Micromass-Waters) com ionizagéo por “electrospray”
em modo negativo (ES’) e sistema controlador/aquisicdo de dados CBM-20A.
Varredura do espectro de DAD em 200-800 nm com resolucdo de 4 nm. Varredura
do espectro de massas na faixa de m/z 100-1000 com resolucdo de m/z 0,4. O
potencial do capilar metdlico, do cone de amostragem, do extrator e RF do
quadrupolo foram respectivamente 2,00 kV, 15,0 V, 1,00 V e 1,0 V. Temperatura da
fonte em 150°C e de dessolvatacdo em 300°C. Condi¢cdes cromatograficas
estabelecidas a partir de Bala et al. (2001) com poucas modificacdes. Uma coluna
Zorbax Eclipse plus C18 2,1 mm x 150 mm x 5 um foi utilizada nas seguintes
condi¢cbes: fase mdvel composta por metanol/agua/acido acético em programacao
binaria: 20:80:0,1 (A) e 80:20:0,1 v/v/v (B). Programacdo do gradiente de
composic¢ao: 0-5 min com 20% B, 5-25 min com 20-100% B, mantendo-se por 7 min,
retornando a 20% B aos 35 min. com vazéao de 0,1 mL/min. Temperatura do forno de
colunas: 35°C. O preparo da amostra foi 0 mesmo descrito na se¢do seguinte
(4.5.2.5.2).
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4.4.2.5.2. Determinacao quantitativa dos senosideos A e B por CLAE

Preparo das solucdes de padrao: Uma amostra de 5 mg de senosideo B foi
pesada, ao 0,01 mg, em baldo volumétrico de 50,00 mL avolumado com MeOH/agua
7:3 com solubilizacdo total. A partir desta solucdo, aliquotas de 5,0 mL foram
retiradas, transferidas separadamente para baldées de 10,0, 25,0 e 50,0 mL, e 0
volume completado com 0 mesmo solvente resultando nas concentracdes de 50, 20
e de 10 pg/mL, respectivamente. Das duas primeiras solucdes, aliquotas de 5,0 mL
foram retiradas, transferidas separadamente para balbes de 50,0 mL, e o0 volume
completado com o mesmo solvente resultando nas concentracdes de 5,0 e de 2,0
pg/mL, respectivamente. Estas solugbes foram injetadas em triplicata nas condicbes
descritas a seguir para determinar a curva de calibracdo e demais parametros de
validacéo.

Preparo de amostra: Cerca de 250 mg, pesadas ao 0,01 mg, do conteudo da
capsula, foram transferidos para baldo volumétrico de 5,0 mL. Cerca de 3 mL de
MeOH/agua 7:3 foram acrescentados e a mistura foi sonicada durante 5 minutos. O
baldo foi avolumado com o mesmo solvente e homogeneizado. Triplicatas de
amostras de conteudo das capsulas foram identicamente ensaiadas.

A andlise cromatografica foi realizada em cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia Shimadzu (Tokyo), modelo Prominence-Nexera, com duas bombas de alta
pressdo LC-10AD, desgaseificador por membranas DGU-12A, injetor automatico
SIL-10AD, forno de coluna CTO-10A e detector espectrofotométrico com arranjo de
fotodiodos (DAD) SPD-M10AVP. Os dados foram adquiridos por interface SCL-10A.
A aquisicdo de dados e controle foi realizada com auxilio do software Shimadzu
CLASS-VP verséo 6.13 SP2.

As condi¢cdes cromatograficas foram estabelecidas a partir de Bala et al.
(2001) com poucas modificagbes. Uma coluna Supelcosil — C18 150 mm x 4,6 mm X
5 um, e uma pré-coluna Supelcosil C18 2 cm, foram utilizadas com as seguintes
condi¢cbes: fase mdvel composta por metanol/agua/acido acético em programacao
binaria: 20:80:0,1 (A) e 80:20:0,1 v/v/iv (B). Programacdo do gradiente de
composic¢ao: 0-5 min com 20% B, 5-25 min com 20-100% B, mantendo-se por 7 min,
retornando a 20% B aos 35 min, e mantendo-se por mais 15 min. Gradiente de
vazdo: 0-25 min 0,6 mL/min, 25 a 32 min 1,0 mL, 32 a 35 min 0,6 mL/min,
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mantendo-se por mais 15 min a vazao de 0,6 mL/min. Temperatura do forno de
colunas a 25 °C e amostrador a temperatura ambiente. Cada amostra e solucéo de
padrao foram analisadas trés vezes.

Os principais critérios de validacdo avaliados foram: linearidade, precisdo ao

nivel de repetibilidade (interdia e intradia) e exatiddo no nivel de recuperacéao.

4.4.2.6. Testes microbiologicos

Os ensaios microbiologicos foram realizados segundo a metodologia descrita
na USP 34 (2010). Para a contagem de bactérias aerdbicas totais, amostras de
capsulas vazias e cheias com extrato seco de Sene (10 g) foram homogeneizadas
assepticamente num recipiente contendo 90 mL de meio TSB* com caldo caseina,
peptona, lecitina e Tween 80. Em seguida o material foi colocado em banho-maria
(35 £ 2 °C) com eventual agitacdo, até que as capsulas se dissolvessem
completamente. Deste material foram retiradas aliquotas diluidas e transferidas para
placas de Petri estéreis, e nas quais foram adicionados 15 a 20 mL de meio agar
triptico de soja. As placas foram agitadas suavemente, deixadas em temperatura
ambiente para solidificagdo, e em seguida foram invertidas e incubadas a 30-35 °C
por 48 h, ao final do que foi determinado o numero de unidades formadoras de
colénia/grama de amostra.

Para a contagem de bolores e leveduras, a amostra foi preparada nas
mesmas condicbes das bactérias aerobicas totais, acima descritas, somente se
diferenciando no meio de crescimento utilizado. Para esta avaliacdo aliquotas foram
retiradas e transferidas para placas de Petri estéreis as quais foram adicionadas 20
a 25 mL de meio agar Sabouraud dextrose. As placas foram agitadas, deixadas em
temperatura ambiente para solidificacdo, e em seguida invertidas e incubadas a 20-
25 °C por 5-7 dias, quando o numero de unidades formadoras de coldnia/grama de
amostra foi determinado.

A pesquisa de patogénicos foi realizada para Staphylococcus aureus (S.
aureus); Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Escherichia coli (E.coli) e
Salmonella spp. A amostragem para cada patdégeno foi preparada nas mesmas
condigbes acima para o0s ensaios de bactérias aeroObicas totais, diferenciando-se
somente na etapa de inoculacédo e condicGes de incubacdo, que sdo especificas e

seguiram a metodologia descrita na USP 34 (2010).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas farmacopeicas do extrato seco de Sene

De acordo com o método farmacopeico empregado, o extrato apresentou um
percentual de perda por secagem de 2,87% e teor de cinzas de 0,1384%. A

distribuicdo granulométrica esta apresentada na Figura 04.
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Figura 05 — Distribuicdo granulométrica do extrato seco de Sene.

5.2. Determinacéo espectrofotométrica dos derivados hidroxiantracénicos

Os resultados das andlises espectrofotométrica dos derivados
hidroxiantracénicos no extrato seco de Sene estdo indicados na tabela 01, como
Amostra 1 e Amostra 2, respectivamente. Os teores de derivados
hidroxiantracénicos variaram nas duas diferentes amostras de 0,22 a 0,11%,

conforme apresentado na Tabela 01.
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Tabela 01 — Teor de derivados hidroxiantracénicos das amostras 1 e 2

Peso (mg) SB(%)* SB(%)
Amostra (duplicata) (duplicata) (literatura)
205,5 0,17 9 .
AMOSTRA 1 206,54 0.22 S 2,300 [pENE. MENErE]
vegetal*
5-8% para extrato seco**
Z 017
AMOSTRA 2 52 0’17
54,7 ’

* SB = percentual de derivados hidroxiantracénicos. ** Farmacopeia Europeia

5.3 Determinacdo do peso médio das capsulas contendo extrato seco de
Sene

Os pesos meédios das capsulas foram 671 e 672 mg para gelatina e
hipromelose, respectivamente. Na tabela 02 estdo apresentados os dados extraidos
da determinacdo do peso médio dos dois tipos de capsulas estudados. De acordo
com a Farmacopeia Brasileira 5° Edi¢cao (2010), para capsulas contendo 300 mg ou
mais, 0s pesos individuais ndo podem variar mais que +7,5% em relacdo ao peso
tedrico. Nas Figuras 06 e 07 estdo representados graficamente o peso tedrico, 0s
limites de variacdo aceitaveis superior (+7,5%) e inferior (-7,5%) e a distribuicdo do
peso individual das 20 capsulas de cada tipo de invélucro gelatina (A) e hipromelose

(B).

Tabela 02 — Dados extraidos da analise de peso médio das capsulas de gelatina e hipromelose

Dados da analise de Peso médio Tipos de Capsulas
(n=20)
Maximo (+7,5%) 0,680¢g 0,691 g
Minimo (-7,5%) 0,664 g 0,656 g
Amplitude 0,016 g 0,035¢g
Variancia 0,000019 (g% 0,000082 (g°)
Desvio Padrédo 0,004 g 0,009 g
Coef. de Variagéo 0,645 % 1,344 %
Valor Teérico 0,664 g 0,667 g

Média (peso médio) 0,671g 0,672 ¢
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Figura 06 — Representacao grafica da distribuicdo do peso das capsulas de gelatina (A)
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Figura 07 — Representacao grafica da distribuicdo do peso das capsulas de hipromelose (B).
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5.4

5.4.1 Caracterizacao fisica das capsulas duras

Andlise das capsulas duras apoés estabilidade térmica

53

Os resultados obtidos para cada determinacéo realizada nos dois tipos de

capsulas ap0s o teste de estabilidade térmica acelerada estdo apresentados na

Tabela 03 e Tabela 04.

Tabela 03 — Dados fisico-quimicos do estudo de estabilidade térmica acelerado das

capsulas duras de gelatina e hipromelose contendo extrato seco de sene.

Céapsulas de gelatina

Condicbes

Suscetibilidade

de estresse i Perda por Desintegracgéo R Atividade de agua
L Cépsulas ~ ) aquebra
térmico dessecacao (%) (min) i (aw)
(n° de céapsulas)
(°C) (WUR)
Critério de aceitagao Cai?s’lglalé c/a><<tr5ato <15 <6/100
Tem po To Te To Te To Te To Te
Céapsulas vazias 14,4 14,5 2,51 2,53 0 0 - -
30°C + 2°C
65% + 5% | Capsulas / extrato
14,4/2,8 13,2/35 | 2,51 4,35 0 7 0,41/0,33 0,37/0,35
de Sene
Cépsulas vazias 14,4 15,1 2,51 4,53 0 4 - -
40°C + 2°C
75% + 5% | Capsulas / extrato
14,4/2,8  12,3/5,7 2,51 4,35 0 42 0,41/0,33 0,34/0,43
de Sene
Cépsulas de hipromelose
Céapsulas vazias 4,4 4,4 5,11 5,23 0 0 - -
30°C + 2°C
65% + 5% | Capsulas / extrato
4,4/2,8 4,6/3,1 5,11 5,47 0 0 0,36/0,33 0,36/0,34
de Sene
Cépsulas vazias 4,4 4,3 5,11 5,25 0 0 - -
40°C + 2°C
75% + 5% | Capsulas / extrato
4,4/2,8 4,5/3,6 5,11 6,02 0 1 0,36/0,33 0,35/0,37

de Sene

T, = Avaliacdo antes de iniciar o estudo de estabilidade térmica. T = Avaliacdo ao térmico do estudo
de estabilidade térmica acelerada (6 meses). a,, = Atividade de agua



capsulas duras de gelatina e hipromelose contendo extrato seco de sene.

54

Tabela 04 — Dados microbiolégicos do estudo de estabilidade térmica acelerado das

Cépsulas de gelatina

Contagem de

Pesquisa de Patogénicos

Condicbes . Contagem de
bactérias
de 3 . bolores e ) )
Capsulas aerdbicas S. aureus P. aeruginosa E. coli Salmonella
estresse totai leveduras (UFCIg) (UFCIg) (UFCIg)
otais spp.
térmico (UFCl/g) g g g PP
(UFClg) (UFC/g)
Critério de aceitagéo <1000 <100 auséncia auséncia auséncia auséncia
Tempo To Te To Te To Te To Te To Te To Te
Capsulas
. <100 <100 | <100 <100 aus. aus. aus. aus. aus. aus. aus.  aus.
vazias
30°C + 2°C
Capsulas
65% + 5%
com ext. <100 <100 | <100 12 aus. aus. aus. aus. aus. aus. | aus.  aus.
Sene
Céapsulas
) <100 <100 | <100 <100 aus. aus. aus. aus. aus. aus. aus.  aus.
vazias
40°C + 2°C
Céapsulas
75% + 5%
com ext. <100 16 <100 34 aus. aus. aus. aus. aus. aus. aus.  aus.
Sene
Cépsulas de hipromelose
Capsulas
. <100 <100 | <100 <100 aus. aus. aus. aus. aus. aus. aus. aus.
vazias
30°C + 2°C
Capsulas
65% + 5%
com ext. <100 <100 | <100 <100 aus. aus. aus. aus. aus. aus. aus.  aus.
Sene
Capsulas
) <100 <100 | <100 <100 aus. aus. aus. aus. aus. aus. aus.  aus.
vazias
40°C + 2°C
Capsulas
75% + 5%
com ext. <100 <100 | <100 <100 aus. aus. aus. aus. aus. aus. | aus.  aus.
Sene

To = Avaliagdo antes de iniciar o estudo de estabilidade térmica. Te = Avaliagdo ao térmico do estudo de

estabilidade térmica acelerada (6 meses). aus. = ausente.
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5.4.2 Analise quimica do extrato seco e do contetido das capsulas duras por CLAE-
DAD-EM

Os cromatogramas obtidos com deteccdo DAD para as amostras do extrato
seco e para o conteudo da cépsula de hipromelose estédo representados na Figura
08, onde se apontam 0s sinais correspondentes aos senosideos A e B. A Tabela 05
traz todos os sinais obtidos para a amostra do contetdo da capsula de hipromelose,
de acordo com os respectivos tempos de retencdo (Tr) e abundancias relativas,
além dos maximos de absorbancia e os principais fragmentos que aparecem em
cada espectro de massas correspondente. Os cromatogramas dos padroes
comerciais de senosideo A e B estdo na Figura 08, que mostra os respectivos ions
pseudomoleculares [M*— H]~ correspondendo ao valor de 861. Os cromatogramas
dos senosideos A e B (Figura 08), contidos nas amostras do extrato seco e no
conteudo das capsulas de hipromelose, foram selecionados nos cromatogramas

conforme este valor de massas, e estao representados na Figura 10.
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Figura 08 - Cromatogramas por deteccdo com DAD do extrato seco original (1) e do conteldo das capsulas duras de Sene — hipromelose (lI).

Condicdes de andlise na se¢éo “Materiais e Métodos”. Para Ty dos sinais de (B) ver Tabela 05.
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Figura 09 - Espectros de massas dos padrées comerciais de senosideos A e B e fragmentacgéo principal
da molécula de senosideo. Fragmentacdes obtidas por insercdo direta das amostras na fonte do
equipamento (sem eluicdo cromatogréfica). [M-1]” = 861.
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Figura 10 - Espectros de massas dos sinais dos senosideos A e B nas amostras do extrato seco (I e Il) e do contelido das céapsulas duras de Sene —hipromelose (llI
e IV). [M-1] = ion pseudomolecular. Os espectros mais complexos nas duas amostras, com relacdo aos dos padrdes (Figura 10), deriva da fragmentacéo apés a
eluicdo no sistema que, além dos fragmentos das moléculas dos senosideos, também reflete a formacao de adutos entre as substancias analisadas e componentes
da fase mével. O espectro do senosideo B na amostra ndo mostra o ion pseudomolecular, mas a regido de fragmentos menores é muito similar a do senosideo A

(ver secdo”Discussao”).
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Tabela 05 — Sinais (>1%) do cromatograma para o contetdo das capsulas duras de
hipromelose com extrato seco de Sene e sugestdo de componentes.

. . . Sugestédo de
* 0, *kk *kkk
Pico | TR (min) Area (%) Fragmentos UV (nm) estrutura *++*
1| 343(364) 2604 1 219 [M=H]", 491, 455, 401, 377, Z? —350-
2 | 357367) | Lers | 529 299,263,227, 179,149 Desconhecida
5,28 (5,37) 579 [M—-HJ", 501, 465, 439, 383, 275-332 Isorramnetina
3 3.387 249, 227 diglicosideo
5,28 (5,45)
6,85 (7.09) 217, 275, 320 Antraquinona
4 9,610 593, 515, 479 [M-H], 383, 227 monoglucosideo
6,85 (7.10)
6 9,87 1,855 n.a 240, 271 Desconhecida
7 10,38 3468 952, 707, 593 [M-H], 537, 486, 271 -332 Antraquinona
(10.45) ' 383, 325, 287, 251, 212, 195, 163 monoglucosideo
15,46 Quercetina
(15.66) _
13 7,051 ;32 Zg; gg; % [;A;?H]l’?im’ 256 — 283 — di-glucosideo
15,46 y 3y 2OV, y £V, 354
(15,68)
(15.45) 268 — 327 — Senosideo B
14 (16,28) 2,505 340
; 267 - 292 — (padrédo comercial)
Senosideo B 307 — 359
17,65 266 — 346
51 aree) | 232 | 123 645, 600 [M-HI, 565 [M-
HCO,]", 487 [M—2xCH3CO2H]",
16 18,17 13,247 451, 383, 329, 265, 212, 151 254 — 355 Derivado da Reina
(17.87)
267 - 314 — Desconhecida
17 18,70 2,730 8627 339
(19.24)
1693 983, 921, 884, 861 [M—HJ", 802, 225 - 265
’ 729, 699 [M—H-Gluc]", 606, 430,
18 19.24 T
( ) 6,241 584, 521, 498, 467, 442, 385, 357,
19,26 310 Senosideo A
(19.24) **
19 4,352 862? [M—H] (n&o aparece), 431 266 — 343
Senosideo A 269 - 340 (padréao comercial)
20,41 257 -271
201 o161) 1231 | g57, 792, 757, 738, 738, 714 [M—
H]™(?), 513, 383, 329, 287, 221 Derivado da
21 20.64 1,268 275 - 335 quercetina (?)
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Sugestédo de

Pico | TR (min)* | Area (% Fragmentos*** UV (nm)****
(min) (%) 9 (nm) estrutura *****
(21,67)
07 24,65 5 o7q | 963,940,738, 661, 487 [M-HI(2), ggg -s812- RefBail-O-(S-
, acetil)glucosideo
(24,00) 329, 275, 227, 180
28 25,20 o a0 | 625 533,490, 413, 383, 341, 209, gig —306- j?eoedn'q”;%”a
, — |
(25.55) 269 [M=HJ, 221, 179, 141
29 29,00 1.474 na 290 - 331 - Desconhecida
432
30 31,06 5667 826, 760, 713, 655, 567, 487, 445, 257 - 331 - Fisciona
(31,30) ’ 397, 283 [M—H]-, 365, 255, 227 432

* Valores de area abaixo de 1% néao foram considerados. Valores entre paréntesis = obtido no tratamento
individual de cada sinal (podendo variar segundo o ponto fixado para leitura), e no qual o espectro de massas foi
obtido. Esta é a razéo de se obter espectros muito similares ou idénticos para sinais proximos; o que, no entanto
ndo é decisivo para se afirmar que o pico é devido a uma Unica substancia.

** Diferentes leituras em posic¢des distintas do sinal fornecem espectros de massas distintos em alguns aspectos
de fragmentacéo e intensidades relativas, contudo ainda equivalentes. Este artificio manual pode ser usado para
se observar a equivaléncia de boa parte dos espectros dos senosideo A ([M-H]™ definido e fragmentagtes
esperadas) e do senosideo B (com valor de [M—H]™ e arredores indefinidos). Este aspecto conta a favor do
senosideo B estar representado pelo sinal em 16,28 min, conforme apontado na tabela; e também pelo sinal
idéntico obtido no pico correlato no CLAE-EM do extrato seco nao encapsulado (resultados ndo mostrados).

*** Modo negativo de detecgéo, que fornece ion pseudomolecular = [M — H]™ (provavel). Valores grifados:
predominantes no espectro de massas.

n.a. = ndo analisado

**** valores de A maximos em negrito.

**++% Para analises comparativas iniciais, ver Stuppner & Sturm (1996); Terreaux et al. (2002); Demirezer et al.
(2011);. A possivel suposicdo de isdmeros baseia-se na ordem de eluicdo descrita na literatura para sinais
correlatos, e no critério dos derivados glucosidicos possuirem menor retencéo na fase estacionaria reversa.
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5.4.3 Analise quantitativa do teor de senosideos do contelido das capsulas duras
or CLAE

Os cromatogramas dos padroes de Senosideo A e B e do extrato
encapsulado em HPMC fortificado com padrbes em CLAE, estdo representados na
figura 11.
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Figura 11 - (1) e (2) = Padrdes de senosideos A e B comerciais injetados na concentragdo minima da
curva de calibragéo. (3) = Amostra utilizada como referéncia. (4) = Amostra de referéncia (extrato +
amido) fortificada com padrées de senosideos A e B (150 pl do extrato mais 165 pl de MeOH 70%).
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A avaliacdo por CLAE das capsulas de gelatina e de hipromelose realizada
com base na metodologia de Bala et al. (2001) apresentou 0s cromatogramas
representados nas Figuras 12 e 13, respectivamente.
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Figura 12 - Cromatogramas obtidos pela analise por CLAE das capsulas de gelatina contendo extrato
seco de Sene submetidas ao ensaio de estabilidade térmica nas condicfes de 30°C/65% U.R. (A) e
40°C/ 75% U.R. (B).
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Figura 13 - Cromatogramas obtidos pela analise por CLAE das capsulas de hipromelose contendo

extrato seco de Sene submetidas ao ensaio de estabilidade térmica nas condi¢cdes de 30°C/65%
U.R.(A) e 40°C/ 75% U.R.(B).
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Para a avaliacdo quantitativa por CLAE dos senosideos A e B nas capsulas
de gelatina e de hipromelose contendo extrato seco de Sene, foi estabelecida uma
curva de calibracdo dos padroes de senosideo A e B (Figura 14), na qual
encontram-se as respectivas equacdes da reta e seus valores de inclinacdo e
intercepcdo determinados pelo método de quadrados minimos no ajuste da
dependéncia linear. Também, se observam os coeficientes de correlacdo e a

sensibilidade relativa do método.

300000

250000

| Senosideo B
200000 v = 4260240x+521
R2=0,9994

150000 4

Senosideo A
y = 3891600x-577
RZ=10,9997

100000 4

30000 4

0 0.01 0,02 0,03 0,04 0,05 0.06

Concentracdo pg/mL

Figura 14 - Representacéo grafica das curvas de calibracdo dos senosideo A e B.

Os resultados dos teores dos senosideos A e B presentes no conteddo das
capsulas duras de gelatina e hipromelose, ap0s estresse térmico nas condi¢cdes do

estudo estao descritos na Tabela 06.

Tabela 06 - Teores de senosideos A e B determinados por CLAE nas capsulas de gelatina e

hipromelose apés estresse térmico, no estudo de estabilidade acelerada.

Concentracéo (g/100g de fitoterapico)

Tipo de Capsulas Condicdes de estresse térmico

Senosideo A

Senosideo B

(médiatdp) (médiatdp)
) 30°C + 2°C / 65% + 5% 0,093 + 0,006 0,021 + 0,001
Gelatina
40°C + 2°C / 75% + 5% 0,077 £ 0,000 0,02 + 0,001
) 30°C + 2°C / 65% + 5% 0,095 + 0,004 0,022 + 0,001
Hipromelose
40°C + 2°C / 75% + 5% 0,097 = 0,005 0,017+ 0,001

dp = desvio padrao
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Para avaliar a exatiddo do método apenas o critério de recuperagdo foi
avaliado. Para tanto 50, 100, 250 e 500 mg do conteudo da capsula de hipromelose
foram identicamente ensaiados como na preparacdo da amostra. As areas de
integracdo dos sinais foram plotados contra a concentracdo do extrato inicial e os
coeficientes de correlagéo foram calculados, conforme apresentado graficamente na

figura 15.

450000 -

400000 1
] R = 0,0971

350000 -
o o181

300000 1

J A 208
250000 4

Area

200000 ] — Linear(18,1)

150000 1

—Linear{20,8)

100000 |
R?= 0,996

50000 1

0 ] T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

concentracao mg/{5mL)

Figura 15 - Representacao grafica do ensaio de recuperacao do conteddo da capsula de hipromelose
nas concentracdes de 50, 100, 250 e 500 mg/5mL. Os tempos de retencdo 18,1 e 20,8 correspondem
aos sinais de senosideo B e A, respectivamente na amostra avaliada.
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A curva de calibragdo foi determinada com cinco concentragdes injetadas em

triplicata, e os resultados estéo apresentados na tabela 07.

Tabela 07 — Dados de linearidade do método obtidos a partir da curva de calibracdo dos
senosideos B e A.

X (mg/mL) y Y médio S %/2;'
(Areas)

0,0499 209262 211030 207493 209262 1769 0,85

0,01996 98214 100759 100035 99669 1311 1,32

Senosideo B 0,00998 34499 34941 34056 34499 443 1,28
0,00499 21564 21233 21377 21391 166 0,78

0,001996 7683 7471 7895 7683 212 2,76

0,04530 176253 173358 177652 175754 2190 1,25

0,01812 69647 69687 70729 70021 613 0,88

Senosideo A 0,00906 34035 34548 34488 34357 280 0,82
0,00453 16746 16745 16747 16746 1 0,01

0,001812 7159 7072 6706 6979 240 3,44

s = desvio-padrdo. C.V. = coeficiente de varidncia

O tratamento estatistico dos resultados obtidos pelo modelo linear dos

minimos quadrados ordinarios foi validado pela analise de variancia (ANOVA), cujos

elementos estao descritos nas Tabelas 08 e 09.

Tabela 08 - Andlise de variancia pelo método dos minimos quadrados para os resultados de

guantificacdo do senosideo B.

Fonte de variag&o Soma N° graus de Média

Quadratica liberdade guadratica

Regressao 8,217E+10 1 8,217E+10

Residuos 8,768E+08 13 6,745E+07

Falta de Ajuste 8,666E+08 3 2,889E+08

Erro Puro 1,023E+07 10 1,023E+06

Total 8,305E+10 14 5,932E+09

% de variacdo explicada 98,94%

% maxima de variacao

explicavel 99,99%

F calculado = 1218. F tapelado (P 5%)0 = 4:67. F tabelado (p 10600 = 9,07

Coeficientes Valor Erro padréo Intervalo de confianga (95%)
minimo maximo

Angular 4260240 211408 3803521 4716959

Intercepcao* 521 2998 -5956 6998

«Valores de intercepcdo podem ser nulos, uma vez que os limites do intervalo de confianca sédo de

valores negativo e positivo.



Tabela 09 - Analise de variancia pelo método dos minimos quadrados para os resultados de
quantificacao do senosideo A.

Fonte de variag&o Soma N° graus de Média
Quadratica liberdade guadratica
Regressao 5,651E+10 1 5,651E+10
Residuos 1,200E+07 13 9,232E+05
Falta de Ajuste 1,384E+06 3 4,615E+05
Erro Puro 1,062E+07 10 1,062E+06
Total 5,652E+10 14 4,037E+09
% de variacdo explicada 99,98%
% maxima de variacao
explicavel 99,98%
F calculado = 61205. F tabelado (P 5%)0 = 4,67. F tabelado (P 1%)o = 9,07
Coeficientes Valor Erro padréo Intervalo de confianca (95%)
minimo maximo
Angular 3891600 27246 3832740 3950461
Intercepcao* -577 351 -1335 181

« Valores de intercep¢do podem ser nulos, uma vez que os limites do intervalo de confianca sédo de
valores negativo e positivo.
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6 DISCUSSAO

Com relacdo as caracteristicas fisico-quimicas do extrato seco, o percentual
de perda por dessecacdo ficou dentro da especificagdo estabelecida pela
Farmacopeia Europeia 62 Ed. (2007), para extrato seco de Sene, que é de no
maximo 5%. O resultado encontrado esta um pouco acima (0,2%) do resultado
apresentado no laudo do extrato (2,67%), possivelmente devido a absorcdo de
umidade durante a manipulagé&o.

O teor de cinzas nas farmacopeias consultadas (USP, Europeia e Brasileira)
estabelecido para o material vegetal € de no maximo 12%. A especificacdo no laudo
do extrato é de < 5% e o resultado de 0,44%. O valor encontrado foi muito pequeno
e dentro do esperado, jA que o material de estudo ndo deve apresentar residuo
organico. A distribuicAo granulométrica (figura 05), segundo a Farmacopeia
Brasileira 52 Ed. (2010), classifica 0 material como ‘p6 finissimo’.

A analise dos constituintes hidroxiantracénicos (tabela 01) mostrou resultados
muito abaixo do limite estabelecido pela Farmacopeia Brasileira 5° Ed. (2010), que é
de 2,5%. Vale ressaltar que este valor € estabelecido para a material vegetal,
reduzida a poO; desta forma ndo ha parametro de comparacdo, uma vez que
utilizamos o extrato seco. No entanto, considerando que o0 extrato seco deve
apresentar uma maior concentracdo de componentes ativos, este valor realmente
apresentou um resultado muito abaixo do esperado. A andlise foi realizada em duas
concentracOes diferentes, pois quando analisamos em uma concentracdo duas
vezes maior do que preconizada pela Farmacopeia (200 mg), observamos que a
etapa de filtracdo por gravidade foi extremamente dificultada e lenta (cerca de 5
horas), destacando-se o aspecto coloidal formado pelo material na solucédo de
andlise. A formacao deste sistema coloidal possivelmente deve-se a presenca de um
adjuvante de secagem, sendo o didxido de silicio coloidal o mais frequentemente
empregado, entre outros como a celulose microcristalina e hidroxipropilmetilcelulse
(PETROVICK, 2006). Devido a este fato, e partindo do principio que quanto menor o
contetdo de adjuvante menor seria a interferéncia na etapa de filtracao, repetiu-se a
analise reduzindo a amostragem a um terco da massa estabelecida pela

Farmacopeia (cerca de 50 mg). O resultado obtido, no entanto, também se revelou
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muito abaixo do estabelecido. E possivel que o sistema coloidal formado também
tenha retido parte dos derivados hidroxiantracénicos, comprometendo assim a
analise. Estes resultados demonstram que o método n&o apresentou eficiéncia na
determinacdo dos hidroxiantracénicos, sugerindo que um meétodo mais especifico,
como a CLAE seja mais eficiente para a analise dos senosideos. Vale ressaltar que
a Farmacopeia Europeia apresenta uma metodologia similar a Farmacopeia
Brasileira, com modificacbes nas diluicbes no preparo da amostra, para 0
doseamento de senosideos no extrato seco de Sene, e a especificacado neste caso é
de 5 a 8% de hidroxiantracénicos glicosilados.

A determinacdo de peso médio mostrou que o peso médio encontrado para a
capsula de gelatina apresentou uma variacdo percentual de 1,2% para o valor
maximo e 1,9% para o valor minimo do peso médio. As capsulas de hipromelose
apresentaram variacao percentual de 2,59% e 2,79% para o valor mdximo e minimo
respectivamente, em relacdo ao peso médio. As amplitudes comparadas dos
resultados também demonstraram que o peso meédio das capsulas de hipromelose
variou mais do que o peso médio das capsulas de gelatina (Tabela 02 e Figuras 06 e
07). No entanto, os percentuais encontrados estdo dentro do valor preconizado pela
Farmacopeia Brasileira 5 Ed. (2010), que é de 7,5 %, para capsulas com peso
maior que 300 mg, demonstrando que as capsulas de ambos os tipos de materiais
variaram o peso médio dentro de percentagens aceitaveis.

Nos resultados das anadlises fisicas realizadas nas capsulas duras apds o
estresse térmico acelerado (Tabela 03 e 04), observou-se que as capsulas de
hipromelose apresentaram um melhor desempenho, apds o estresse térmico
acelerado em quase todos os testes fisico-quimicos quando comparadas com as de
gelatina, exceto para atividade de agua que nao apresentou diferenca. Com relacéo
a susceptibilidade de quebra, as capsulas de gelatina cheias foram reprovadas no
teste, em especial as capsulas submetidas as condi¢cbes de 40°C/75% U.R. onde
quase 50% das capsulas apresentaram quebras. O limite estabelecido pelo Guia de
Controle de Qualidade do Laboratorio de Controle da Capsugel € de 6 capsulas em
100. Por outro lado, as capsulas de hipromelose foram aprovadas, como
demonstraram os resultados obtidos.

As céapsulas de gelatina cheias apds seis meses, em ambas as condicdes,

apresentaram um teor de perda por dessecacdo abaixo do aceitavel, indicando a
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perda de umidade para o extrato. Apresentaram um aumento no tempo de
desintegracdo, mas permanecendo dentro da especificagdo. Tais resultados sé&o
devidos aos efeitos de crosslinking ja bem definidos e descritos para capsulas de
gelatina (OFNER et al., 2001, VENUGOPAL; SINGH, 2001; BROWN et al., 1998). A
gelatina, quando exposta a temperatura acima de 105°C e elevada umidade, produz
a chamada gelatina insoluvel, que foi atribuida ao mecanismo de condensacéo
crosslinking de um grupo amino para um acido carboxilico. Adicionalmente tem sido
sugerido que a diaminacdo oxidativa entre os dois grupos amino adjacentes do
residuo de lisina, na estrutura molecular da gelatina, formaria um aldeido e depois
um crosslink durante a exposicdo a elevadas temperaturas (OFNER et al., 2001). A
perda de solubilidade da gelatina em agua leva a uma consequente reducao da taxa
de dissolucao, o que explica o0 aumento no tempo de desintegracéo das capsulas de
gelatina cheias e também da vazia que foi submetida a temperatura e umidade
elevadas.

A atividade de agua (a,) € definida como a razdo entre a pressao de vapor de
um produto e do vapor da agua pura na mesma temperatura. Esta razdo é
numericamente igual a 1/100 no produto em sistema bem fechado (AOAC, 2010).
Como o extrato de Sene é higroscopico, esperava-se que as capsulas cheias
realmente apresentassem uma atividade de agua. No entanto, ndo ha diferenca
entre a atividade de agua inicial e apés o periodo de seis meses, em ambas as
capsulas (tabela 03). Ambas as amostras apresentaram atividade de agua < 0,5 e
este resultado implica em baixa velocidade de crescimento microbiano e baixa
atividade enzimatica, conforme descrito na Farmacopeia Americana 34 Ed. (2010).
O que é corroborado pelos resultados da avaliagdo microbiolégica que foram muito
abaixo do limite especificado para contagem de bactérias aerobias totais e contagem
de bolores e leveduras, mesmo tendo estes aumentado apds o estress térmico. A
presenca dos patdgenos, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Salmonella spp. foi negativa, conforme esperado pelo tipo e
qualidade das matérias-primas, além do manuseio dentro dos padrdes de boas
praticas de manipulacdo de produtos farmacéuticos.

Os resultados da avaliagdo fisica de ambas as cépsulas apoOs estresse
térmico demonstrou que as capsulas de hipromelose apresentaram maior

estabilidade para o extrato de Sene do que as capsulas de gelatina, indicando seu
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uso adequado como invélucro para produtos fitoterapicos, especialmente aqueles
com alta higroscopicidade. Tal fato foi evidenciado pelo teor de senosideo B
determinado nas capsulas de ambos os tipos ap0s o estresse térmico oxidativo,
onde se observou um decaimento deste componente, quando comparado ao teor
inicial, sendo este muito abaixo do descrito na Farmacopeia Europeia 6% Ed. (2007),
indicado na Tabela 01. Upadhyay et al. (2011), estudando a estabilidade de
senosideos em diferentes materiais de embalagem por seis meses e encontraram
valores percentuais proximos, em termos decimais, aos obtidos neste estudo. Neste
estudo, contudo, os autores determinaram o teor de senosideos por cromatografia
em camada fina de alta eficiéncia (HPTLC).

Vale ressaltar que o teor dos senosideos A e B nas capsulas de hipromelose,
comparativamente aos encontrados na capsula de gelatina, mostraram uma maior
estabilidade nas duas condi¢des estudadas. No caso do senosideo A, que apresenta
uma maior estabilidade, ndo foi observada diferenca no teor nas duas condigbes
(Tabela 06).

Os resultados obtidos para cada concentracdo do padrdo (x, mg/mL) foram
expressos na Tabela 06 em termos de areas do sinal (Y, area), desvio padréo e
coeficiente de variacdo (CV%). Observou-se uma dependéncia crescente e
provavelmente linear e os coeficientes de variacao (CV%) atenderam exigéncias da
ANVISA (BRASIL, 2003) quanto a precisdo do meétodo, ficando abaixo de 5%
(Tabela 07).

Na Figura 14, a relagdo entre as éareas dos sinais e suas respectivas
concentracbes de partida é representada em uma curva de calibragdo. Esta foi
estimada linearmente pelo método dos quadrados minimos, e pode ser expressa por
Y = ax + b. O valor de coeficiente de correlacdo (R?) encontrado ao nivel de 0,99, foi
adequado que, por estar proximo de 1 (um), resulta num ajuste aceitavel na
correlacdo entre a concentracdo e a resposta do método. Portando foi obtida uma
correlacéo linear. Aumentando a massa do contetdo até 500 mg continuou obtendo
a mesma razao de sinal cromatografico, indicando que ndo houve saturacdo da
concentracéo. Por isso, foi feita a opcao por 250 mg. A ANVISA recomenda um
coeficiente de correlagdo igual a 0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90 (RIBANI
et al., 2004). O coeficiente da equacdo de correlacdo foi de 4260240 para o

coeficiente angular (a) e de 521 para o (b). Estes dados validaram o intervalo de
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concentracdo dos senosideos para a determinacdo quantitativa, estabelecendo
assim a faixa de trabalho (linear) entre 2 e 50 pg/mL.

O tratamento estatistico dos resultados obtidos pelo modelo linear de
calibracao foi validado por meio da analise de variancia (ANOVA), cujos elementos
estdo descritos nas Tabelas 08 e 09. Quanto maior a soma quadratica da regressao,
melhor o ajuste, ao implicar que a relacdo com os residuos seja pequena. Esta
relacdo foi satisfatoriamente encontrada (P ao nivel acima de 99% de confianca) na
analise estatistica ao comparar o valor de F calculado com o tabelado. Através das
médias quadraticas dos residuos é possivel calcular os erros relacionados para o
coeficiente linear e o angular e seus respectivos intervalos de confianca (Tabelas 08
e 09). Como os limites do intervalo de confianca do coeficiente linear apresentaram
valor negativo e positivo, seu valor médio pode ser nulo (= zero).

Na avaliacdo quimica do extrato de Sene foram selecionadas duas técnicas
de andlise, a espectrofotometria e a cromatografia liquida de alta eficiéncia. E fato
que o longo e antigo uso do Sene levou ao desenvolvimento e aperfeicoamento de
seu controle de qualidade com foco na analise da droga vegetal, embasado
especialmente em medidas colorimétricas, acopladas a uma diversidade de métodos
de extracdo que culminaram nos procedimentos estabelecidos e preconizados nas
principais Farmacopeias como a Americana, a Inglesa, a Japonesa, a Europeia, a
Portuguesa e a Brasileira. As medidas das absorbancias e coeficientes de extin¢éo
em comprimentos de ondas especificos do UV-Visivel, com referéncia ao senosideo
B como padrdo externo, somou-se, mais recentemente, a técnica de CLAE. Esta
técnica, antes ja adotada na Farmacopeia Japonesa (apud SUN; SU, 2002), agora
figura também na edicdo mais recente da Farmacopeia Brasileira — adota com
padrées de referéncia ambos os senosideos A e B, nos limites minimos de
concentracdo na matriz vegetal, de 0,6% e 0,5%, respectivamente; critério este
complementado com o minimo de 2,5% de derivados hidroxiantracénicos totais
(FARMACOPEIA BRASILEIRA 52 Ed., 2010).

A insercdo da quantificacao diferenciada dos senosideos € uma novidade em
relacdo as edicdes anteriores da Farmacopeia Brasileira, que apenas preconizavam
as gquantidades minimas de 4% de derivados hidroxiantracénicos e 2,5% de
heter6sidos (FARMACOPEIA BRASILEIRA 42 Ed., 1988). Em parte, esta exigéncia

adicional representa uma evolucdo técnica ja prevista, com base nas
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potencialidades do método de CLAE e seu inegavel avanco nos ultimos anos como
ferramenta analitica, especialmente quando a matriz em andlise ja possui um
marcador quimico estabelecido — o que € comum ocorrer com plantas medicinais de
uso universal. No presente caso do Sene, é possivel se encontrar uma diversidade
ampla de publica¢des cientificas sobre o uso de CLAE para qualificar e quantificar
extratos de origens diversas (exemplos no Quadro 02); a maioria delas tratando da
separacao ideal dos senosideos A e B, dentre outros componentes, na busca por
condi¢cbes otimas de quantificacéo e padronizacdo do extrato.

Por outro lado, o advento da crescente utilizacdo dos extratos secos pelas
empresas que operam em larga escala trouxe também a exigéncia de se adequar a
etapa do preparo da amostra para a analise por CLAE, por processos que podem
divergir completamente daqueles aplicados sobre a droga vegetal. Os extratos secos
sdo obtidos a partir da secagem dos extratos fluidos com auxilio de suportes solidos
inertes (adjuvantes), constituindo uma etapa tecnolégica que permitiria o melhor
manuseio e fabricacdo da forma farmacéutica sélida (SOUZA, 2007).

A coexisténcia dos senosideos (e provavelmente seus correlatos) com outros
compostos naturalmente presentes na matriz vegetal (incluindo enzimas
glicosilases) difere substancialmente daquela do conteddo de senosideos dali
extraidos e presentes no extrato seco. Este fato faz emergir a questao relacionada
ao impacto que esta etapa de preparacdo do extrato seco pode causar na
estabilidade destes marcadores antraquinénicos glicosilados. Em um dos raros
estudos relacionados a este ponto, Goppel e Franz (2004) observaram
comparativamente, por CLAE quantitativo (padrbes externos: senosideo B,
isorhamnetina e reina), o decaimento dos conteudos de senosideos nas folhas e no
extrato metandlico comercial de Sene, segundo diferentes condicbes de
armazenamento (25-40°C e 60-75% U.R.; até 600 dias), conforme preconizadas pelo
International Conference on Harmonization (ICH), atentando para um tratamento
idéntico no preparo das amostras. Como observacdo geral, o0s autores
demonstraram que as substancias antrandides degradam-se conforme diferentes
padrdes, envolvendo em geral hidrolise dos agucares, que diminuiria os teores de
glicosideos (aumentando os teores de agliconas), e decomposi¢des oxidativas,
qguando temperaturas mais altas estavam envolvidas (Figura 06). Os senosideos A e

B foram sempre as substancias mais suscetiveis, degradando-se rapidamente. Entre
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eles, o senosideo B sempre foi o mais suscetivel, com maior velocidade de
decomposicdo. Também a perda de uma molécula de glicose e quebra oxidativa dos
senosideos dimeros em duas moléculas, foram mais favoraveis do que a perda
sequencial de glicosideos, para gerar as senidinas (dimeros sem glucoses), entédo
encontradas em concentragdes muito baixas ao final dos experimentos.

Em outro estudo, Yokun e Kruep (2002) desenvolveram um método analitico
por CLAE, para determinar os senosideos (uso de padrdes: senosideos A e B) em
capsulas moles de gelatina, contendo extrato seco de Sene padronizado formulado
com adjuvante hidrofilico ou hidrofébico. Os autores observaram que os senosideos
nas cépsulas formuladas com material hidrofilico degradaram muito rapidamente,
chegando a 70% ap6s 12 meses a 25 °C/60% U.R.; também com o senosideo B
degradando bem mais rapidamente que o senosideo A. Esta decomposi¢cdo nao foi
observada para o material hidrofébico, que acarretou bem menores alteracdes. Este
estudo por CLAE foi motivado exatamente pelo insucesso dos autores ao aplicar o
meétodo farmacopeico da Farmacopeia Americana que emprega a fluorimetria para
dosagem dos derivados antracénicos, e 0 método nao apresentou repetibilidade nos

resultados, muito provavelmente devido as dificuldades no preparo das amostras.
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Senidina monoglucosideo A Senidina A

Figura 16 - Via de degradacao dos senosideos quando submetidos a 40°C/75% U.R. e
decomposicao do extrato a 70°C . Fonte: Adaptado de Goppel e Franz (2004).
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Estes resultados encontrados por Yokun e Kruep (2002) sdo bastante
similares aos obtidos no presente estudo, na preparacdo da amostra para a analise
colorimétrica. E interessante notar também que o menor teor de senosideo B
encontrado no presente estudo também encontra paralelo nos resultados de Yokun
e Kruep (2002) e Goppel e Franz (2004), mencionados acima.

Num estudo totalmente voltado para o desenvolvimento e a validagcao do
meétodo por CLAE, Sun e Su (2002) quantificaram os senosideos A e B (padrdes:
comerciais) em solucdes preparadas a partir de extrato de Sene em forma de
comprimidos, comercializados por uma empresa. Os autores prepararam a amostra
a ser analisada sonicando os comprimidos pulverizados em solugéo de bicarbonato
de sodio, seguido de filtracdo em membrana de Nylon. A separacao 6tima foi obtida
por um meétodo robusto, reprodutivel, com alta recuperacdo. Contudo, nem a
formulacdo do comprimido nem a empresa séo citadas na publicacéo.

Os resultados do presente estudo, relacionados ao teor de derivados
hidroxiantracénicos e de senosideos, mostram a necessidade de uma melhor
investigacdo especialmente no que tange a preparacdo de amostra e escolha das
técnicas de avaliagdo de quantificacdo dos senosideos em extratos secos utilizados
na producdo de medicamentos fitoterapicos a base de Sene. No que tange ao tipo
de capsula a ser empregada, buscando uma melhor estabilidade para este extrato, o
estudo demonstrou que as capsulas de hipromelose sdo mais indicadas para a
utilizacdo também em produtos fitoterapicos. A literatura ja relata que as capsulas de
hipromelose apresentam um melhor desempenho farmacéutico em produtos com
carater higroscopico (KU et al.,, 2010; HONKANEN et al., 2002) e o resultados
apresentados neste estudo demonstraram que a capsula de hipromelose também
apresentou melhor performance do que as capsulas de gelatina, convencionalmente

empregadas no mercado para veicular fitoterapicos.



77

7 CONCLUSAO

7.1

ApOs estresse téermico, as capsulas (cheias de extrato) de hipromelose
demonstraram ser fisico-quimicamente mais estaveis do que as de gelatina.
AplOs estresse térmico, as cdapsulas de hipromelose conferiram maior
estabilidade quimica para o extrato seco de sene que as capsulas de gelatina,
quanto ao teor de senosideos A e B.

Os resultados do trabalho apontam para a maior eficiéncia da cépsula de
hipromelose no que tange a manutencdo do aspecto farmacotécnico de
elaboracao do fitoterapico.

A técnica de CLAE quantitativa para analise dos senosideos A e B mostrou
ser eficiente e reprodutivel passivel portando, de ser empregada como uma
ferramenta para a andlise de fitoterapicos derivados de Sene. No entanto,
ainda é necessario estabelecer uma melhor padronizacdo no preparo da
amostra para esta técnica, bem a necessidade de aprofundamento nas
investigacOes relativas a quantificacdo dos derivados hidroxiantracénicos e
dos senosideos A e B no extrato seco e no produto farmacéutico nas
diferentes técnicas descritas nas Farmacopeias.

Em seu conjunto, os resultados indicam que a hipromelose pode ser uma
alternativa viavel na producdo de capsulas de medicamentos fitoterapicos

contendo extratos secos, especialmente aqueles com alta higroscopicidade.

Perspectivas futuras

Avaliacao dos derivados hidroxiantracénicos no extrato seco de Sene e nas
capsulas submetidas ao estresse térmico, segundo outras metodologias,
como, por exemplo, a descrita na Farmacopeia Europeia, monografia
especifica para extrato seco de Sene.

Determinag&o dos senosideos A e B no extrato seco nas mesmas condigdes
realizadas para as capsulas.
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Eo gulation (B ) Ho 55502001 4 m mrode rpacified o b makrial Co momireion Bogulation B2 ) He 721 2007,
Thikd #tks FOR fophmbar 1997 Godanm for idwine.

Thikd ffier FOK - 11 CFE Park 211, 236, 5300, 300, 5530, 00, &35, 40d 1171 mlied to T o f8 sturisk Dornod fromC atis
Modical Prodnck .

Thitd #fke FOR - 21 CFE. Parte 189 and 700 mlikd © Tioo fMstorisk Teried From stk o Homan Foe d
and Cormaticr.

Tapsrare Mirktrro fHualh, Labor Wolvm (BHLW) - " Food fandtaton Law®, Ho . 10 n MHLIE mtificstionon
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Tapsrare Minktnro fHoalh, Labonrand Weltom (BHLW) -Hotific st n Ho . 210 of MALW iremd on Mg 20, 2003

T rawrmekmal ¥ deried from heabhranimek clanghdmd in s clanghtorbo s, which hae been i pecd yran o il
woturnaTiag and and hate been deemed ft-for haman oo mmptien
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ANEXO C - Certificado de Analise da Capsula de Hipromelose

T THE ATTENTION OF:
CAPSUGEL

o ol fuarm! Partree™

CERTIFICATE OF ANALYSIS Dng 12

The Wirichn Lewder in Two-Slece Cnpmiea™

The capenikes are prochace dirvder mery carefialbrcotiroled candiiae . Cadrols are perfom ed cadioansky fooighort the pooces: and gerartes tat
cipales cordam to the higwed qulity davdod. The apailes s aibedbeloar cxfom tothe spedfiatioe ac ddived nthe oxrert ediin of the
Capagzel *Techyic ol Befertwe Fik fa Hoper Woapdsl Pis Capeoakes ™

FRODUL T DESCRIPTION Rty Veaps® Phis Cipeules

Qutame: STOCK Capsizzel Lot Hiamber Tz 1

Brodoct Heme: Crectomer Flefemtuce:

Erodut Code: Frodhoct Sime: Sim 0,08

Loz Date: 08 Am 2010 T Coxd Srap
Capsizel Pat Hawber: GOHECSm1%M0

Epmatia Date: 08 A 015

BODY CAF

Code: 000 Code: W3 A

Thme: HATUTREAL TP Hame: HATUEAL TP

IMFRIN TING

Lo

D s Fuoll Cioede:

Tk

Baody Comngosition Cap Corngposiion

Hpmm s Q5P 1005, Eprome leee 5P 1005

T o the ot of v geier il Hhedr aouviing maf feclue b pp Dnpro sty the co vt comglosition date ind cnbed e hoEet valnes mad
ot ol wodees e varp & e the aons dency of Lot coloy, Chpnugel sipports the expiy dte i recommeenadations v worehous g asd
vang ooy e cserved [Fecommeadad | 13N and B TR0V eintiwe umd div]

Ingrediont ! Referende E Mx LI Funtun Repulubiry Referond e
Bypoma Do Fiit IEI: TTER 200354 B FETE, TEEHE
ANALYTICALDATA

Chararberidics Test Mahol ks S ecificabions Resulls
Idertif i atiar, of hypram e Do TA-010s, Posiiare T *
Salphatedash WI-01E k3 Lese fham 6 2 *
Asevic -0 14H jeie Less fhan 1.5 0o *
Lead I-014F e Lese fhan 1 0026 *
Cadmim -0 1HE i L fham 0.5 0o *
Likroxy -0 104 G e i} Lese fhan 0.1 e 1] *
Cicktegatioitine MI-0101E minkec Less fhan 15:00 5:10 *
Agetic acid M-0ME TEL Less fhan 5000 1042 *
Jpit. A0SR, Corfoms Tose *
Desmiption I-0%EE Corfams T *
Lo omdoyig WI-0119 k3 L fham 9 43

Jrernge weidt MI-0118 mg Betaeer A0 aad 100 o
Fecberichin coli MI-0111 Abeetice il gam T
Smorella M-0115 Abeace i 10 zmms T *
Staphtrlocoonis wrax MI-0114 Abeetice ih 1 gam T
Feendomeras asmizios M-0112 Abcace ]l gam T
Total Veast and Hold Cont I-0116 v’y Less fhan 100 E01] *
Total Serchinl Tiaobid Coxt WI-0115 'z Legs fhan 1000 =10

* Reducel frequendy teting
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"This prodhact covfam s to et ablished 4 Q) L'sfar Brmical Stribtes

"ppeararce - Clarempeycapailes, meetig the spec¥ied requran evts of colr adsime
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Freservaiive Stahns:
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Capailes are manachwed wibort etbedae cdde teatmert o (Eierkre 3oide Enotwed o tam ial
miachial carol of emphy capanle )

Capailes are manachmed nabort Tmad ot trestm et
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