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RESUMO

Thuja occidentalis Linn. (Cupressaceae), € tradicionalmente utilizada na homeopatia e
fitoterapia para o tratamento de diversas doencas. A espécie vegetal € descrita por apresentar
atividade antiviral, anti-inflamatéria e anti-cancerigena, por isso, tem sido muito explorada
para tratar condilomas provocados pelo Papilomavirus humano (HPV). Este € responsavel por
grande parte dos casos de cancer cervical em todo o mundo. Diversos tratamentos j& estdo
disponiveis, contudo o arsenal terapéutico ainda é limitado, havendo a necessidade por novas
alternativas de curas com baixos indices de efeitos adversos. Apesar dos relatos sobre
atividade anti-HPV demonstrada por T. occidentalis, estudos direcionados a producdo
tecnoldgica de formas farmacéuticas preparadas a partir do vegetal ainda sdo escassos. Logo,
0 presente trabalho objetivou desenvolver e validar o método analitico por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para a quantificacdo do marcador quercitrina na tintura,
no extrato bruto e na formulacdo semissolida contendo 10% da tintura de T. occidentalis.
Adicionalmente, foram realizados testes preliminares de estabilidade da forma farmacéutica a
fim de verificar possiveis indicios de instabilidade. A tintura a 10% (p/v) foi elaborada com
etanol 70 °GL por digestdo, sendo analisada quanto a densidade, teor alcéolico, residuo seco e
pH. O extrato bruto foi obtido pela secagem da tintura em evaporador rotativo, sendo avaliado
também quanto ao teor de quercitrina por CLAE. Para o método de doseamento da tintura foi
empregada coluna C18 (250 x 46 mm, 5 um), a 32°C, fluxo de 0,8 mL/min com deteccdo de
255 e 345 nm. A fase movel foi composta por dgua acidificada 0,3% de acido acético pH 3,1
(A) e metanol (B) em sistema gradiente. O extrato bruto foi doseado em condic6es de analise
semelhante aos da tintura com temperatura de 31°C. Os dois métodos foram validados
segundo as normas oficiais e demonstraram resolucdes adequadas para o marcador que eluiu
aproximadamente em 17,45 min. Os métodos mostraram-se seletivos, especificos e lineares
na faixa de 5-40 ug/mL e 5-50 pg/mL para a quercitrina na tintura e extrato bruto
respectivamente. Exibiram boa precisdo e exatiddo, com recuperacdo acima de 99,84% do
marcador, sem interferéncia da matriz vegetal. Os métodos apresentaram-se robustos com
excecao para o tempo de reten¢do com a varia¢do da temperatura. A tintura apresentou teor de
quercitrina de 0,836 mg/mL e o extrato bruto, teor de 26,62 mg/g. Para a producgéo do gel foi
utilizado os polimeros Carbopol 940® e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) com a finalidade
de melhorar as propriedades mucoadesivas da formulagdo. No estudo de controle de
qualidade, a forma farmacéutica apresentou pH compativel a mucosa vaginal com
mucoadesdo, espalhabilidade e viscosidade adequada. Na avaliagdo da estabilidade
preliminar, a formulacédo fitoterapica apresentou conformidade, permanecendo estavel apds a
realizacdo da centrifugacdo, do estresse térmico e armazenamento a temperatura ambiente. O
gel foi quantificado, fazendo pequenas modificacdes na metodologia previamente utilizada
para a tintura nas mesmas condicdes de analise, a qual permitiu a recuperacao de 19,17 mg/g
de quercitrina a partir da matriz polimérica. Os métodos desenvolvidos mostraram ser
adequados para o controle de qualidade da tintura e do extrato bruto, mas com necessidade de
ajuste para o doseamento da formulacéo.

Palavras-chaves: Thuja occidentalis. Flavonoides. Gel. Validagéo analitica. Estabilidade
preliminar.



ABSTRACT

Thuja occidentalis Linn. (Cupressaceae), is traditionally used in homeopathy and herbal
medicine for the treatment of various diseases. The plant species is described as having
antiviral, anti-inflammatory and anticancer activity, so it has been extensively exploited to
treat Human papillomavirus (HPV) condylomas. This is responsible for most of the cases of
cervical cancer worldwide. Several treatments are already available, however the therapeutic
arsenal is still limited, and there is a need for new cures alternatives with low rates of adverse
effects. Despite the reports on anti-HPV activity demonstrated by T. occidentalis, studies
aimed at the technological production of pharmaceutical forms prepared from the vegetable
are still scarce. Therefore, the present work aimed to develop and validate the analytical
method by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) for quantification of the
quercitrin marker in the tincture, in the crude extract and in the semisolid formulation
containing 10% of the T. occidentalis tincture. In addition, preliminary tests of stability of the
pharmaceutical form were carried out in order to verify possible signs of instability. The
tincture at 10% (w/v) was elaborated with 70 °GL ethanol by digestion, being analyzed for
density, alcohol content, dry residue and pH. The crude extract was obtained by drying the
tincture in rotary evaporator, it was also evaluated the content of quercitrin by HPLC. For the
tincture assay method was used C18 column (250 x 46 mm, 5um) at 32°C, flow 0.8 mL/min
with detection at 255 and 345 nm. The mobile phase was composed of acidified water 0.3%
acetic acid pH 3.1 (A) and methanol (B) in the gradient system. The crude extract was dosed
under similar analysis conditions as that of the tincture at a temperature of 31°C. Both
methods were validated according to official standards and demonstrated adequate resolutions
for the marker that eluted at approximately 17.45 min. The methods were selective, specific
and linear in the range of 5-40 pg/mL and 5-50 pg/mL for quercitrin in tincture and crude
extract, respectively. The methods showed good precision and accuracy, with recovery above
99.84% of quercitrin, without interference from herbal matrix. The methods were robust
except for the retention time with temperature variation. Tincture had 0.836 mg/mL quercitrin
content and the crude extract, 26.62 mg/g. For the production of the gel were used the
Carbopol 940® and hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) polymers to improve the
mucoadhesive properties of the formulation. In the quality control study, the pharmaceutical
form presented compatible pH to the vaginal mucosa with mucoadhesion, spreadability and
adequate viscosity. In the evaluation of the preliminary stability, the phytotherapic
formulation showed conformity, remaining stable after centrifugation, thermal stress and
storage at ambient temperature. The gel was quantified, making small modifications in the
methodology previously used for tincture under the same conditions of analysis, which
allowed the recovery of 19.17 mg/g of quercitrin from the polymer matrix. The methods
developed proved to be suitable for quality control of the tincture and crude extract, but in
need of adjustment for the dosage of the formulation.

Keywords: Thuja occidentalis. Flavonoids. Gel. Analytical validation. Preliminary stability.
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1 INTRODUCAO

Os fitoterapicos ha muito tempo vém sendo utilizados como terapia complementar e/ou
alternativa para inimeras doencas, incluindo as de origem viral como as infec¢cdes provocadas
pelo virus do HPV. A infeccéo pelo HPV é considerada, atualmente, um problema de satde
publica devido a sua alta incidéncia, estima-se que aproximadamente 75% da populacéo
sexualmente ativa ja tenha sido exposta ao virus. O HPV é também o principal responsavel
pelo cancer cervical, o segundo tipo de cancer mais frequente entre as mulheres e uma das
principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo (FIGUEIREDO et al., 2013;
RAMAKRISHNAN; PARTRICIA; MATHAN, 2015; RODRIGUES; SOUZA, 2015;
PEREIRA et al, 2016). Dentre os agentes que comple o arsenal terapéutico estdo o
imiquimod, podofilina, acido tricloroacético e o 5-fluorouracil. Embora existam varias
alternativas disponiveis, ndo ha um tratamento clinico padronizado. (FIGUEIREDO et al.,
2013; ZARDO et al., 2014; RIBASSIN-MAJED; HILL; LOUNES, 2015; BOGANI et al.,
2017).

S80 poucos os estudos que abordam a fitoterapia direcionada ao HPV e como
consequéncia disso, tem-se a limitacdo do uso das plantas medicinais para o tratamento dessa
doenca (FIGUEIREDO et al., 2013). Mas, pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de
encontrar novas alternativas de tratamentos que sejam eficazes e de uso seguro pela
populacdo. Recentemente, foi desenvolvida uma pomada para cura das verrugas genitais
provocadas pelo o HPV com extratos do Stryphnodendron barbatiman conhecido
popularmente como barbatimé&o, a pesquisa foi conduzida por pesquisadores da Universidade
Federal de Alagoas e mostrou 100% de cura sem efeitos colaterais e recidiva (LINS NETO, et
al., 2015).

Além do Brasil, outros paises tém estudado o uso das plantas medicinais com
propriedades terapéuticas contra 0 HPV e séo relatados resultados positivos e promissores, a
exemplo da T. occidentalis (LI et al., 2010; OJESWI et al., 2010; ERICKSON; ALVAREZ;
HUH., 2013). Esta, por sua vez, € uma arvore ornamental originalmente cultivada na América
do Norte e conhecida na medicina popular por suas numerosas propriedades terapéuticas,
sendo bastante empregada na fitoterapia e homeopatia humana. Na forma de tintura é usada
no trato genital inferior para tratamento de verrugas, condilomas e papilomas, especialmente,
aqueles provocados pelo HPV. Entre os fitoconstituintes responsaveis por sua atividade
bioldgica encontram-se os flavonoides que podem ser isolado a partir do extrato etandlico das
folhas do vegetal (ALVES et al., 2014; MUKHERJEE et al., 2014).
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Entre as formas farmacéuticas utilizadas na fitoterapia encontram-se as semi-sélidas,
destacando-se 0s géis como importantes sistemas para veiculacdo de principios ativos
empregados no tratamento das varias patologias acometidas pela pele (NUNES, 2008;
SOUZA; FERREIRA, 2010; ANDRADE; PARENTE; ARES, 2014). Encontra-se com
frequéncia na literatura o uso de polimeros em associacdo para formacdo de géis, porém, ha
muitos desafios de encontrar a combinag&o apropriada das varidveis do processo independente
que irdo produzir o produto com 6timas propriedades (QUEIROZ, 2008; NUNES et al., 2012;
ACHARYA; PATRA; PANI, 2014).

A mucoadesividade, por exemplo, € um parametro que pode ser otimizado pela
combinago de polimeros como o HPMC e o Carbopol® (PATEL et al., 2011; OLIVEIRA;
OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015; MANSURI et al., 2016). Entretanto, o doseamento da forma
farmacéutica € um critério altamente necessario para o controle de qualidade do produto final,
mas representa um desafio, especificamente, no caso dos géis que utilizam mais de um
polimero para sua produgdo. Em se tratando de produtos naturais o doseamento consiste na
busca de marcador(es) especifico(s) da planta utilizada que em conjunto ou isoladamente séo
responsaveis por sua bioatividade (BRASIL, 2014).

Desta forma, para o controle de qualidade de medicamentos fitoterapicos € necessario
o desenvolvimento de métodos analiticos para pesquisa de constituintes do material vegetal,
assim como a realizacdo dos estudos de estabilidade (YANG; DENG, 2016). Este ultimo
representa um quesito extremamente importante para avaliar a seguranca e a eficacia dos
produtos farmacéuticos, jA que a instabilidade das preparacdes pode estar diretamente
relacionada com perda do efeito terapéutico ou com a formacéo de produtos de degradacéo
toxicos. Devido a alta complexidade das moléculas, as formulagBes fitoterapicas possuem
uma maior tendéncia para alteragdes fisico-quimicas (BRASIL, 2005; RECHIA, 2010).

Semelhante aos demais produtos farmacéuticos, a comercializacdo de medicamentos
fitoterapicos no Brasil também depende da aprovacdo prévia da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Por isso, as metodologias analiticas desenvolvidas para
monitorar a qualidade dos fitoterapicos precisam ser bem fundamentadas e validadas para
garantir que suas aplica¢Ges produzam resultados confidveis (BRASIL, 2005; LEITE, 2005).

Com base no exposto acima a presente pesquisa teve por objetivo desenvolver e
validar o método analitico para o doseamento da tintura, do extrato bruto, assim como da
forma farmacéutica semissdlida a base de T. occidentalis desenvolvida com associa¢édo de
polimeros mucoadesivos para uso em lesbes causadas pelo HPV, além de realizar o estudo de

estabilidade preliminar da formulagéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar o método analitico para o doseamento dos produtos
intermediarios de Thuja occidentalis Linn. (Cupressaceae) bem como quantificar e realizar o

estudo de estabilidade preliminar da forma farmacéutica semissolida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter a tintura a 10% da droga vegetal de T. occidentalis e realizar o controle de
qualidade, avaliando o teor alcéolico, pH, densidade, residuo seco, assim como analisar o
perfil cromatografico e concentracdo do marcador por CLAE;

e Obter o extrato bruto a partir da tintura de T. occidentalis;

e Desenvolver o método analitico por CLAE para o doseamento da quercitrina na tintura e
no extrato bruto de T. occidentalis;

e Validar a metodologia analitica desenvolvida para a quantificacdo da quercitrina na tintura
e no extrato bruto, seguindo critérios estabelecidos pela RE n° 899/2003;

e Obter lote de bancada da formulacdo semissolida gel a partir da tintura de T. occidentalis
para realizagéo dos testes de doseamento e estabilidade preliminar;

e Realizar os controles de qualidade fisico-quimico da forma farmacéutica desenvolvida,
avaliando as caracteristicas  organolépticas, aspecto, pH, espalhabilidade,
mucoadesividade in vitro, reologia e viscosidade;

e Otimizar a metodologia analitica da tintura para analise quantitativa da quercitrina na
formulacdo semissélida contendo 10% da tintura de T. occidentalis;

e Realizar o estudo de estabilidade preliminar da formulacdo de T. occidentalis,
monitorando as caracteristicas organolépticas, aspecto, pH, espalhabilidade,

mucoadesividade in vitro, reologia e viscosidade.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 BREVE HISTORICO DO USO DAS PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPIA

A historia de utilizacdo das plantas medicinais para fins profilaticos e curativos tem
acompanhado a evolugdo da humanidade. Desde os primdrdios, 0 homem buscava na natureza
0S recursos necessarios para melhorar as condi¢des de sobrevivéncia. Desta forma, as plantas
medicinais sempre estiveram presentes na vida cultural das civilizagdes antigas como fonte de
alimentos e como forma de tratamento de varias doengas. Através do uso empirico, 0S povos
acumularam experiéncias e conhecimentos a cerca das espécies vegetais que foram
transmitidos de geracao a geracdo até os dias atuais (SAHOO; MANCHIKANTI; DEY, 2010;
MARAVAI et al., 2011; FONTENELE et al., 2013; .ANTONIO, 2013; MEHTA et al., 2014;
KANKARA et al., 2015).

Povos antigos como os Egipcios, Gregos, Hindus e Persas aplicavam extensamente tais
recursos terapéuticos, contribuindo para o desenvolvimento da medicina tradicional disperso
pelo o mundo. No Brasil, 0 surgimento de uma medicina popular com uso das plantas teve
uma importante participacdo da cultura indigenas, africana e europeia (FIRMO et al., 2011,
ROCHA et al., 2015). Séculos depois, mesmo com 0 avango da ciéncia e com a inser¢éo dos
medicamentos industrializados as plantas ainda contribuem grandemente para a manutencéo
da saude, principalmente, em paises em desenvolvimento. Entre os principais motivos,
encontram-se as condicdes de pobreza e a falta de acesso aos medicamentos, associado a facil
obtengdo e tradicdo do uso das plantas com fins terapéuticos (VEIGA JUNIOR; PINTO,
2005; SILVA; ALBIERO, 2014; MOREIRA et al., 2014; DUTRA et al., 2016).

O uso das plantas medicinais na recuperacdo da saude tem passado por diferentes
mudancas, ocorrendo desde as formas mais simples de tratamento até as formas
tecnologicamente sofisticadas de fabricacdo industrial utilizada pelo homem moderno
(SILVA, 2012; FERNANDES; KRUPEK, 2014). Com isso, é cada vez mais frequente o uso
de produtos naturais pela populacdo e nos Gltimos anos o interesse por tratamento a base de
plantas tem sido cada vez maior. Neste contexto, os fitoterapicos destacam-se como a forma
de terapia complementar e alternativa mais usada pela populacdo mundial, isso se deve entre
outros fatores, aos avangos ocorridos na area cientifica que permitiram o desenvolvimento de
medicamentos fitoterdpicos mais seguros e eficazes, ao alto custo dos medicamentos

industrializados e a alta incidéncia de efeitos adversos pelo emprego de medicamentos
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sintéticos (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2005; SOUSA 2010; SILVA; ALBIERO, 2014;
MOLIN; CAVINATTO; COLLET, 2015; DUTRA et al., 2016).

As pessoas comumente confundem o uso das plantas medicinais com a fitoterapia,
porém esses termos ndo devem ser utilizados como sindnimos, visto que as plantas medicinais
sdo aquelas que possuem tradi¢do de uso em uma populagdo ou comunidade e sdo capazes de
prevenir, aliviar ou curar enfermidades. No entanto, ao serem processadas para a obtengéo de
um medicamento, tem-se como resultado o medicamento fitoterapico (FUCINA, 2012;
CUNHA, 2013; GADELHA et al., 2013). De acordo com a ANVISA, é considerado um
medicamento fitoterdpico aquele obtido por processos tecnologicamente adequados,
empregando-se exclusivamente matérias-primas de origem vegetal, com qualidade constante e
reprodutivel e que tantos os riscos quanto a eficacia seja caracterizada por levantamentos
etnofarmacoldgicos, documentacdes técnico cientificas em publicacdes ou ensaios clinicos. E
o0 produto final acabado, embalado e rotulado. Ainda vale ressaltar que um fitoterapico ndo
pode conter em sua composi¢do substancias ativas isoladas quaisquer que seja a sua origem e
nem a associacdo destas com os extratos vegetais (RATES, 2001; VEIGA JUNIOR; PINTO,
2005; SANTOS et al., 2011; BRASIL, 2014; POMPILHO; MARCONDES; OLIVEIRA,
2014).

Com base nos dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% da
populacdo de paises em desenvolvimento faz uso da fitoterapia para seus cuidados primarios
de salde e outras necessidades, sendo que 85% desse percentual envolvem o uso de plantas
medicinais ou seus derivados (BRASIL, 2006; SHER et al., 2016). Estimativas demonstram
que 25% dos medicamentos atualmente disponiveis foram desenvolvidos direta ou
indiretamente a partir das plantas. Estas, por sua vez, sdo importantes ndo s6 do ponto de vista
dos fitoterapicos, mas também como fontes valiosas de substancias biologicamente ativas e
tém contribuido fortemente para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011; MEHTA et al., 2014; ASSIS, MORELLI-
AMARAL, PIMENTA, 2015 et al., 2015; DUTRA et al., 2016; SHER et al., 2016)

Em termos globais, 0 mercado de fitoterapicos movimentou sé em 2011 cerca de US$
22 bilhGes e este nUmero continua em ascensdo, principalmente pelo interesse das pessoas por
mais qualidade de vida. Além disso, aproximadamente 80% da populacéo europeia faz uso de
alguma forma de medicamento fitoterapico. Nos EUA, entre 1983 a 1994, dos 520 farmacos
aprovados pela FDA, 157 (30%) eram produtos naturais ou seus derivados (BRASIL 2006;
MARTINAZZO, 2013; FERREIRA et al., 2014; ABIFISA, 2015). Em 2000 o setor faturou
US$ 6,6 bilhdes nos EUA e US$ 8,5 bilhdes na Europa. No Brasil, no ano de 2011 o comércio
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de fitoterdpicos movimentou R$ 1,1 bilhdo, um aumento de 13% em relagdo a 2010 (ALVES,
2013; MARTINAZZO, 2013).

Como ja foi visto as plantas medicinais e 0s medicamentos fitoterapicos
desempenham um papel importante na terapéutica, mas cuidados devem ser tomados em
relacdo ao uso de forma indiscriminada. A ideia de que o natural ndo faz mal é errénea e pode
trazer diversos prejuizos a salde (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2005; FRANCA et al., 2008).
Segundo Bosse (2014) estes produtos desencadeiam efeitos terapéuticos e adversos como
qualquer outra droga. Portanto, usar medicamentos fitoterapicos sem orientacdo adequada de
um profissional da area da saude pode ser um risco ao usuario. Entre os riscos incluem o erro
na utilizacdo e interagdes com outros fitoterdpicos e/ou alopaticos e pela toxicidade provocada
pela planta mesmo em pequenas dosagens.

Em vista do aumento do uso dos fitoterapicos no Brasil a ANVISA criou a RDC
(Resolucdo da Diretoria Colegiada) n° 48 em 18 de margo de 2004 com o objetivo de
regulamentar essa pratica. Essa RDC explicita as exigéncias para o controle de qualidade
desses farmacos, incluindo a avaliacdo toxicologica e farmacoldgica, para garantir ao

profissional de salde a seguranca e a eficacia do produto.

3.2 Thuja occidentalis Linn

3.2.1 Aspectos botanicos

Entre as inimeras espécies vegetais de interesse medicinal encontra-se T. occidentalis
(Figura 1). Segundo a classificagdo taxondmica, 0 género Thuja pertence ao reino Plantae,
divisdo Pinophyta, classe Pinopsida e familia Cupressaceae (BRIJESH et al., 2012). Este
género compreende cinco espécies, a T. occidentalis, T. plicata, T. standishii, T.
sutchuenensis e T. koraiensis. Estas trés Gltimas sdo endémicas do continente asiatico,
ocorrendo, principalmente nos paises como Japdo, China e Coréia (LI; XIANG, 2005). As
duas primeiras, por sua vez, sdo encontradas na Ameérica do Norte, sendo a T. occidentalis
originaria do sul do Canada e nordeste dos Estados Unidos, onde passou a ser conhecida
vulgarmente como cedro branco ou arvore da vida. Na Europa e no Brasil é amplamente
cultivada como arvore ornamental, merecendo destaque em projetos de paisagismo (NASER
et al., 2005; STANGERLIN et al., 2008; TSIRI et al., 2009).
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Figura 1- Parte aérea de Thuja occidentalis

Fonte: Dados da pesquisa.

As espécies do género Thuja possuem caracteristicas de coniferas piramidais com
galhos dispostos em planos horizontais ou verticais, seus ramos achatados sdo recobertos por
pequenas folhas rigidas e escamiformes oposto-cruzadas. Ao longo de todo o ano, as folhas
séo verdes, com o lado inferior mostrando um verde mais brilhante, onde residem as
glandulas ovais contendo 6leo-resina de odor caracteristico, intenso, sabor picante, balsdmico e
canforaceo. Na extremidade dos ramos ocorrem cones ovoides, pequenos e microesporofilados
formados por 8 ou mais escamas, com 1 a 3 6vulos cada um, seu florescimento acontece de
marco até abril tendo a pinha como fruto com periodo de maturacdo no més de outubro
(NASER et al., 2005; TSIRI et al., 2009; ALVES, 2014).

Tuia, como € conhecida no Brasil é uma arvore mondica, apresentando tanto folhas
masculinas como femininas. Geralmente, seu crescimento é lento nos dois primeiros anos,
mas depois desse tempo pode atingir de 15 a 20 m de altura e 90 cm de didmetro. O caule é
bastante ereto e seu cortex apresenta coloracdo castanho avermelhado, a madeira é de boa
qualidade e pode ser utilizada com diferentes fins. A arvore cresce bem em solos ricos em
matéria organica e minerais e ndo desenvolve adequadamente em locais extremamente
umidos ou muito secos e prefere solos profundos, com pH de 5,2 a 7,0 (KHOMASURYA,
1999; NASER et al., 2005; BOUSLIMI; KOUBBA; BERGERON, 2014).

Em relagdo ao seu cultivo, a estaquia é a forma mais utilizada de propagacgdo de T.
occidentalis pela maioria dos produtores, visto que esta espécie apresenta dificuldade na
producdo de sementes no Brasil. O processo consiste basicamente na escolha de arvores
sadias para o fornecimento de galhos, que devem ser plantados em terra virgem e cultivados

em lugar sombreado e imido. Por esse método, as mudas produzidas podem levar de dois a
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trés meses para emitir raizes, porém a taxa de sobrevivéncia dos individuos € maior quando
propagados por estacas e depois transplantados para o campo do que a multiplicacdo via
sementes (NASER et al., 2005). Segundo Heber (2007), para a producdo € indicado utilizar os
ramos jovens, com colheita realizada na primavera do hemisfério Norte, quando o contetdo

dos agentes ativos € ideal. Apos secagem, as plantas devem ser manuseadas com cuidado.

3.2.2 Propriedades farmacoldgicas e composi¢do quimica

Varios estudos da literatura abordam sobre os constituintes quimicos presentes na T.
occidentalis, além de descrever as propriedades farmacoldgicas e a utilizagdo desta planta no
tratamento de diferentes doencas. De acordo com Naser e colaboradoers (2005), T.
occidentalis foi identificada pela primeira vez por indios nativos do Canada durante uma
expedicdo no século 16, a qual era considerada eficaz no tratamento do escorbuto. Do mesmo
modo Brijesh e colaboradores (2012) afirmam que 0s nativos americanos usaram preparacoes
da folha da Tuia para aliviar dor de cabeca e para prevenir o escorbuto, visto que as folhas e
0s ramos da planta séo ricos em vitamina C, e foi por causa da sua eficacia na prevencéo e/ou
tratamento dessa doenca que passou a ser chamada de arvore da vida.

Na medicina popular, T. occidentalis tem sido usada para tratar catarro bronquico,
cistite, psoriase, carcinomas uterinos, amenorreia e reumatismo. Além disso, o 6leo obtido a
partir das folhas era utilizado como vermifugo e diurético, e quando aplicado externamente
servia para aliviar as dores de artrite e para remover as verrugas genitais ou anais. Outro efeito
acentuado é encontrado se usado externamente para micoses e aftas devido a sua acdo
antifingica (NASER et al., 2005; BRIJESH et al., 2012; JASUJA et al., 2015). Na forma de
extrato, dentre outras aplicacdes, a planta é empregada como expectorante, anti-helmintico e
estimulante. Atua sobre o epitélio renal e tem uma acdo toxica em musculos da bexiga. E
utilizada no tratamento da hipertrofia da prostata em homens senis e na incontinéncia urinaria
nas mulheres. (OLIVEIRA et al., 1996).

Em combinacdo com outras plantas imunomoduladoras, T. occidentalis também é
utilizada na fitoterapia para infec¢des agudas e cronicas do trato respiratorio superior, € como
adjuvante para antibidticos em infeccOes bacterianas graves, tais como bronquite, angina,
faringite, otite média e sinusite (NASER et al., 2005; BISWAS et al., 2010; AKKOL et al.,
2015). Tuia é ocasionalmente usada para o tratamento de doencgas de pele, sangue, trato
gastrointestinal, rins e cérebro. Tem sido também relatada a atividade do extrato no aumento

da resposta imune e na prevencdo da doenca cardiaca congestiva. Outras pesquisas ainda
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abordam diferentes propriedades do extrato, a saber, a atividade antibacteriana, antiviral, anti-
inflamatdria e anti-cancerigena (BRIJESH et al., 2012; AKKOL et al., 2015; JASUJA et al.,
2015).

Estudos fitoquimicos demonstraram que T. occidentalis contém uma série de
compostos, a exemplo dos terpendides, esteroides, polissacaridos, cumarinas, taninos,
lignanas e flavonoides (DUBEY; BATRA, 2008; NASSER et al., 2009; FIGUEIREDO et al.,
2014). O oleo essencial presente nas folhas também representa uma importante parte dos
metabolitos secundarios, sendo conhecido como "6leo de cedro™ (AKKOL et al., 2015). Faz
parte da constituicdo do dleo os diterpenos, monoterpenos (a-tujona, B-tujona, fenchone) e
sesquiterpenos. Todos os componentes quimicos presentes na Tuia sdo de grande importancia
farmacéutica tendo em vista as caracteristicas farmacoldgicas que cada um apresenta. Dentre
eles, os flavonoides merecem destaque, por seus diferentes beneficios contra vérias patologias
humanas, incluindo as atividades hepatoprotetora e antidiabética (DUBEY; BATRA, 2008),
anti-inflamatoéria (SERAFINI, PELUSO; RAGUZZINI, 2010), antioxidante (YOGESH; AL,
2014), e antitumoral (MUKHERJEE et al., 2014; CINCIN et al., 2014).

Os flavonoides compreendem um grande de grupo de compostos fendlicos que sdo
amplamente encontrados nos vegetais e suas atividades bioldgicas estdo relacionadas a sua
capacidade para inibir enzimas, as suas propriedades antioxidantes, e aos seus efeitos sobre as
respostas imunes (TANAKA; TAKAHASHI, 2013; PARNIZ et al., 2014; CRUZ-ZUNIGA et
al., 2016). A quercitrina (Figura 2) € um dos compostos mais abundante dentre os flavonoides
e estd presente na forma glicosidica. A porcdo acgucar ligada ao grupo fendlico na quercitrina
torna a molécula mais solivel em solventes polares e consequentemente aumenta sua
absorcdo, isso ocorre devido as caracteristicas fisicas e quimicas da forma glicosilada que sdo
diferentes daquelas da forma aglicona denominada de quercetina (WAGNER et al., 2006;
DING et al, 2010).

Estudos recentes demonstraram que a quercitrina exibe um importante papel
sequestrante e antioxidante e em consequéncia disso tornou-se o centro das atencGes pela sua
potencial atividade anticancerigena (CINCIN et al., 2014). Pesquisas realizadas por Ding e
colaboradores (2010) evidenciaram atividades antioxidantes da quercitrina tanto nos ensaios
in vitro como in vivo. Segundo 0s autores essa atividade antioxidante pode evitar a ativagdo
de proteinas quinases e consequente ativagdo de fatores de transcricdo que sdo responsaveis
pela promogé&o e progressdo de células cancerigenas. Concluiram ainda que a quercitrina pode
funcionar como um potencial agente anticancer com pouca toxicidade para as celulas normais.

No entanto, ainda se conhece pouco a respeito das propriedades da quercitrina, sendo mais
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comuns o0s estudos relacionados a quercetina (Figura 2). Isso mostra a necessidade de
investigacdo mais profunda a cerca das propriedades terapéutica dos flavonoides como

quercitrina.

Figura 2 - Estrutura quimica da guercitrina e quercetina

OH OH

Quercitrina Quercetina

Fonte: HERRMANN; WILLEMS; JANKE, 2001; WAGNER et al., 2006; MUZITANO et al., 2006.

Os flavonoides constituem grupos representativos na espécie de T. occidentalis, sendo
descritos além da quercitrina, outros componente tais como como a miricetrina, rutina, e
amentoflavona. A miricetrina (Figura 3) é um flavonoide glicosidico que ocorre naturalmente
e pertence ao subgrupo flavonol. Ela é encontrada nas folhas de T. occidentalis e é referida
em estudos por ter acdo antioxidante consideravel, além do efeito antimutagénico, que é
atribuido a uma acdo captadora de radicais livres. A capacidade da miricetrina para inibir a
promocdo de tumores também € devido a ativacdo de respostas imunoldgicas contra tumores
(BOLIGON et al., 2015; MENG QIN, et al., 2015; HOBBS et al., 2015). Em adicional Meotti
e colaboradores (2006 e 2008) estudaram efeitos antinociceptivos deste flavonoide e
encontraram resultados convincentes que indicaram que a miricetrina produz antinocicepcao
sistémica quando avaliada em modelos quimicos de nocicep¢do em ratinhos, bem como a
producgdo de efeitos anti-hiperalgésico em modelos de hipersensibilidade dolorosa mecénica

em ratos.
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Figura 3 - Estrutura quimica da miricetrina

OH OH

Fonte: HOBBS et al., 2015; MENG QIN, et al., 2015.

A amentoflavona é um biflavonoide (dimero de apigenina) que apresenta varias
propriedades farmacologicas tais como atividade anti-inflamatdria, antioxidante, antiviral,
analgésica e anti-neoplasica (PARK et al., 2011; CHAUDHARY et al., 2014). Estudos
mencionam que a amentoflavona tem efeito inibidor sobre a atividade da fosfolipase A2 e
sobre a producdo de oOxido nitrico em macréfago também € referida como um poderoso
sequestrante de superéxido (SAKTHIVEL; GURUVAYOORAPPAN, 2013). A estrutura

guimica de amentoflavona esta representada na Figura 4.

Figura 4 - Estrutura quimica da amentoflavona

Fonte: PARK et al., 2011; CHAUDHARY et al., 2014.
3.2.3 Atividade anti-HPV
Tratamentos a base de Tuia tornou-se comum na homeopatia e na fitoterapia

veterinaria e humana. No caso da homeopatia ela é usada, principalmente, como tintura-mée

ou diluicdo. Sua tintura alcéolica tem sido aplicada para destruir verrugas, condilomas,
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papilomas e até mesmo para tratar tumores, dada a sua propriedade anti-proliferativa para
induzir apoptose (BRIJESH et al., 2012). Em estudos realizados por Biswas e colaboradores
(2010) a fracdo rica em tujona e a tintura-mae de T. occidentalis demonstraram grandes
potencialidades anticancer evidenciadas em ensaios in vitro com células A375.

Joseph e colaboradores (2013) relataram o caso de um paciente com verruga vulgar no
dorso dos dedos das maos provocado pelo papilomavirus humano (HPV) que progrediu para
um carcinoma de celulas escamosas cutaneo. Os autores afirmam que o tratamento com T.
occidentalis por via oral e tdpica ajudou a erradicar as verrugas até o final da terceira semana
de uso, deixando apenas pequenas cicatrizes superficiais. A atividade bioldgica da planta é
atribuida particularmente as suas propriedades imunoestimulantes e antivirais, que aumentam
a proliferacdo de linfocitos T e a producdo significativa de interleucina-2 e fator de necrose
tumoral (ALVES et al., 2014; FIGUEIREDO et al., 2014).

O potencial antiviral de Tuia é conhecido h& anos e por isso tem sido muito explorada
no tratamento do HPV. Em geral, as tinturas de T. occidentalis s&o preparadas pela maceracéo
de suas folhas aromaticas e de seus ramos até formar uma polpa que é usada para obter o
medicamento homeopatico. Especialistas da homeopatia tem indicado o uso dessa preparacéao
para tratar animais acometidos por papilomas, a exemplo das aves e dos bovinos. Em seres
humanos com a doenga, tem sido recomendado o uso no trato genital inferior com a taxa de
cura de 84,2%, porém ainda sdo necessarios mais estudos para comprovacdo cientifica da real
eficacia dessa planta (MONTEIRO; COELHO, 2008; FIGUEIREDO et al., 2014; QUEIROZ et
al., 2015).

Dentre as propostas de tratamento com Tuia, encontram-se aquelas que utilizam
solucBes do extrato vegetal com alcool para administragdo oral e topica. A posologia oral
consiste na administracdo CH 12 (centesimal Hannemaniana), de 5 gotas duas vezes ao dia
por 30 dias. Caso ndo ocorram melhoras significativas, deve-se aplicar CH 30 na mesma
posologia. Se as lesdes persistirem inalteradas ou piorarem, a aplicacdo deve ser feita na
concentracdo de CH 200. Em relacdo a terapia topica podem ser utilizados 6vulos vaginais,
contendo a tintura da planta a 20% (aplicar um 6vulo a noite, durante 15 dias). Além desses,
pode também fazer uso da tintura mae, extraida da planta, e aplica-la com um algodéo, 2
vezes por dia, por 20 dias, na regido da vulva (NEVES-JORGE et al., 2000; TOELDO;
SEIXAS, 2005).

Levando em consideracdo a utilizacdo empirica de Tuia no tratamento de lesbes
cutaneas causadas por HPV e a sua atividade imunoestimulante e antiviral, inGmeras

pesquisas séo realizadas com o intuido de buscar mais evidéncias cientificas para comprovar
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sua indicacdo clinica (JOSEPH, et al., 2013; REMYA; KUTTAN, 2014). Além disso, a
procura por tratamentos alternativos ou complementares s&o importantes em razéo dos efeitos
colaterais ocasionados pelos tratamentos agressivos atualmente disponiveis para a cura do
HPV (SANTOS; MAIORAL; HAAS 2011; SRI, et al., 2010).

Dentre as literaturas que abordam bons resultados em estudos realizados com T.
occidentalis encontra-se aquele obtido pela Academia Europeia de Dermatologia, no qual 30
pacientes de idade entre 7-40 anos, foram randomizados em estudo placebo-controlado. Os
homens e as mulheres apresentaram lesdes com duracdo de 17 meses, nas quais foi aplicado
um extrato de T. occidentalis durante trés semanas, obtendo resultados significantes com
resolucdo em 80% dos casos ativos de verrugas e 33% dos casos controle até a primeira
avaliacdo, ndo sendo evidenciada recorréncia durante acompanhamento de seis meses e
nenhum sinal de recidiva em mais de um ano. O estudo de acompanhamento demonstrou 0s
beneficios da terapia para verrugas causadas por varios tipos de HPV, sendo superior ao
placebo e a resolucdo espontanea (KHAN et al., 2000).

Bergo e colaboradoes (1996) em estudo realizado com 198 pacientes do sexo feminino
portadoras do virus HPV avaliaram por um ano a eficacia de um medicamento homeopatico a
base de T. occidentalis. Apds 90 dias de acompanhamento das pacientes, os resultados obtidos
apontaram que 84,2% das mulheres receberam resultado negativo na citologia oncoética e na
colposcopia, resultado superior a outro estudo semelhante realizado com farmacos alopaticos
(&cido metacresol sulfénico - 37,5%; gel de podofilina a 4% - 64,7%; gel de podofilina a 2% -
44,4%; fluoruracil 5% - 60,2%; interferon gel - 64%). Aliado a isso, esta o fato da Tuia nédo

apresentar praticamente nenhum efeito colateral.

3.3 PAPILOMAS VIRUS HUMANO-HPV

O Papiloma Virus Humano (HPV) é considerado uma doenca sexualmente
transmissivel (DST), causada por uma grande variedade de virus, sendo responsavel por
desenvolver lesdes muco cutdnea (verrugas genitais e extragenitais), que ao persistir dar
origem a diversos tipos de doencas que acometem mulheres, principalmente, em periodo
reprodutivo (BRASIL, 2014; CASTELLSAGUE et al., 2016; CUBIE et al., 2017). O virus do
HPV infecta tanto homens quanto mulheres, e na maioria dos casos 0 proprio organismo o
elimina espontaneamente. A transmissdo via sexual € a mais frequente, podendo ocorrer
outras formas de infeccdo, como por fomites (através do compartilhamento de toalhas e

roupas intimas), materno fetal (por meio do liquido amniético ou durante o parto) e acidentes
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com materiais perfuro cortantes contaminados, dentre outros (ZARDO et al., 2014; PEREIRA
etal., 2016; RAMAKRISHNAN; PARTRICIA; MATHAN, 2015).

A infeccdo pelo o HPV é considerada atualmente a DST com maior prevaléncia em
todo o mundo. O HPV é reconhecido como o causador do cancer de colo do Utero, um
importante problema de salde publica. De acordo com a OMS, uma em cada dez pessoas
estdo infectadas pelo HPV, estima-se que existem 14 milhdes de novas infec¢es e 500 mil
novos casos de cancer cervical por ano (SKEATE et al., 2016; WHO, 2016).
Aproximadamente 70% destes novos casos sdo observados em paises subdesenvolvidos ou
em desenvolvimento, sendo que cerca de 231 mil mulheres acabarédo evoluindo para morte em
decorréncia de cancer cervical invasivo. No Brasil, estima-se que nove a 10 milhdes de
pessoas sejam portadoras do virus e que se registrem 700 mil novos casos a cada ano. Entre a
populacdo sexualmente ativa, estima-se que 80% vao contrair HPV durante a vida, causando
doencgas significativas (BRASIL, 2014; OSIS; DUARTE; SOUSA, 2014; ZARDO et al.,
2014; WHO, 2016; CUTTS et al., 2016).

Entre os mais de 140 genotipos de HPV ja identificados, mais de 40 infectam o trato
genital dos seres humanos e estdo divididos em HPV de alto e baixo risco, dependendo do seu
potencial oncogénico. Os HPVs 16 e 18 sdo 0s genotipos de alto risco oncogénico, causando
aproximadamente 70% dos canceres cervicais invasivo, 0S quais Sa0 responsaveis por
desenvolver o segundo tipo de cancer mais frequente entre as mulheres. O diagndstico é
baseado na identificacdo de verrugas quando visiveis e quando ndo identificadas realizar-se
por meio da peniscopia no homem, e colposcopia na mulher. (OLIVEIRA et al., 2013,
BRUNO et al., 2014; GONZALEZ-LOSA et al., 2015; SKEATE et al., 2016; WHO, 2016;
CUTTS et al., 2016). Diversos tratamentos estdo disponiveis para o0 HPV com o objetivo
reduzir ou eliminar sinais e sintomas, carga viral e lesdes causadas pelo o virus, como € o caso
das verrugas genitais e as alteracBes pré-cancerigenas no colo do Utero. Desta forma, o
esquema terapéutico adotado depende de fatores como a idade do paciente, o tipo, a extensdo
e a localizacéo das lesdes (FIGUEIREDO et al., 2013; BRASIL, 2014).

Deste modo, os métodos de tratamentos podem ser classificados em quimicos,
estimuladores da imunidade e cirdrgicos. No tratamento com substancias quimicas utiliza-se a
podofilina e o &cido tricloroacético, essas substancias podem ser diretamente aplicadas sobre
as verrugas. A segunda modalidade consiste em utilizar compostos que estimulam o sistema
imune quando aplicados topicamente, com relativo sucesso no tratamento de verrugas
anogenitais. No entanto, as verrugas podem voltar varias vezes em até 50% dos casos,

exigindo muitas aplicacbes, ao longo de semanas ou meses, provocando frustracdo e
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ansiedade, impactando seriamente a rotina dos pacientes (TOLEDO; SEIXAS, 2005;
FIGUEIREDO et al., 2013; BRASIL, 2015). Entre os métodos invasivos mais confiaveis para
a remocdo de lesdes unicas ou multiplas na regido genital e anal sdo aqueles realizados por
procedimentos cirargicos. Além disso, as verrugas genitais externas podem ainda ser
removidas por laser ou criocauterizacdo, porém nesta Ultima medida a recorréncia das
verrugas, segundo alguns autores, é de até 75% dos casos (SANTOS; MAIORAL; HAAS,
2010; FIGUEIREDO et al, 2013).

Outra forma de combater a infeccdo, é pelo uso das vacinas profilaticas que foi
introduzida pelo ministério da saude visando a reducdo e prevencdo substancial das verrugas
genitais, da neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) e do céancer cervical, sobretudo em
individuos ndo expostos aos virus (BRASIL, 2014; OSIS; DUARTE; SOUSA, 2014,
CASTELLSAGUE et al., 2016; CUTTS et al., 2016). Até o momento foram desenvolvidas e
registradas duas vacinas para o0 HPV. A vacina quadrivalente recombinante, que confere
protecdo contra HPV tipos 6, 11, 16 e 18, e a vacina bivalente que confere protecdo contra
HPV tipos 16 e 18 (BRASIL, 2014; RIBASSIN-MAJED; HILL; LOUNES, 2015;
RAMAKRISHNAN; PARTRICIA; MATHAN, 2015; SKEATE et al., 2016). A vacina HPV
é ofertada gratuitamente para adolescentes de 9 a 13 anos nas unidades basicas de salde e em
escolas publicas e privadas desde marco de 2014. A sua implantacdo ocorreu de forma
gradativa. Em 2014, a populacdo alvo da vacina¢do com vacina HPV foi composta por
adolescentes do sexo feminino na faixa etaria de 11 a 13 anos. Em 2015, foram vacinadas as
adolescentes na faixa etaria de 9 a 11 anos e a partir de 2016, foram vacinadas as meninas de
9 anos de idade em diante (BRASIL, 2013; BRASI, 2014).

3.4 DESENVOLVIMENTO DE UM MEDICAMENTO FITOTERAPICO

De maneira geral, as etapas de desenvolvimento de um medicamento fitoterapico séo
semelhantes as de qualquer outro medicamento, sendo a matéria prima de origem a principal
diferenca entre eles. Para simplificar serdo descritos brevemente 0s principais passos
realizados para obtengdo de um fitoterapico (Figura 5). O primeiro deles consiste na pesquisa
bibliografica e no levantamento etnofarmacoldgico do uso das plantas medicinais pelas
comunidades, esse processo contribui para reducdo de custos e de tempo gasto no
desenvolvimento de um fitoterapico, tornando-se significativamente inferior quando
comparados ao desenvolvimento de medicamento sintético (MACHADO, 2011;
MUTHAURA et al., 2015).
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Apos a escolha e a coleta da planta, segue o preparo de uma exsicata e seu posterior
registro em um museu ou herbario. Em sequéncia, a espécie vegetal é submetida a estudos
botanicos para a sua identificacdo através da analise das caracteristicas anatbmicas, esse
procedimento é de extrema importancia para evitar erros durante o controle de qualidade, no
tocante a deteccdo de espécies adulterantes (TOLEDO et al., 2003).

Além desses pontos, sdo necessarios ainda estudos referentes aos aspectos
agronémicos, fitoquimicos, farmacologicos, toxicoldgicos e desenvolvimento de
metodologias analiticas e tecnoldgicas. Observa-se com isto que o desenvolvimento
tecnoldgico de um fitoterdpico requer ao mesmo tempo o conhecimento interdisciplinar e
multidisciplinar. No que diz respeito aos estudos agrondmicos, seu objetivo visa 0 aumento da
biomassa e de constituintes ativos, sem deixar de conservar a espécie e preocupar-se com a
biodiversidade (SONAGLIO et al., 2007; KLEIN et al.,, 2009). Segundo Toledo e
colaboradores (2003), na etapa fitoquimica ocorrem o isolamento, a elucidacgdo estrutural e a
identificacdo dos constituintes mais significativos da planta, principalmente os oriundos do
metabolismo secundarios, responsaveis ou ndo pela agdo biologica. O conhecimento
fitoqguimico em conjunto com o0s ensaios de atividade bioldgica permite identificar e
caracterizar as fragbes ou substancias bioativas que sdo caracteristicas da planta estudada
(FUCINA, 2012).

Uma vez conhecida a constituicdo quimica do material vegetal, verifica-se a atividade
bioldgica que abrange tanto a avalia¢do farmacoldgica quanto a toxicoldgica das substancias
isoladas, das fracfes ou extratos totais. Dentre 0s objetivos de investigar a acao farmacoldgica
de uma planta e seus derivados, encontra-se a comprovacao do efeito que motivou a pesquisa
e a escolha do vegetal, assim como identificar o farmacdgeno e as substancias capazes de
apresentar a atividade farmacoldgica propriamente dita. Nessa fase também ¢é possivel
identificar a concentracdo e a poténcia da substancia ativa, além de avaliar possiveis efeitos
toxicos (TOLEDO et al., 2003; LAPA et al., 2010; FUCINA, 2012).

Neste contexto, destaca-se a importdncia da padronizacdo do fitoterdpico que é
realizada com base no teor de uma substancia marcadora presente no extrato vegetal (KLEIN
et al., 2009; CHABARIBERI, et al., 2009). A RDC n° 26 de 13 de maio de 2014 define
marcador como a substancia ou classe de substancias utilizada como referéncia no controle de
qualidade vegetal e do fitoterdpico que preferencialmente tenha relagdo com o efeito
terapéutico (BRASIL, 2014). Conforme Machado (2011) a padronizacdo garante que haja a
guantidade necessaria de substancias ativas ou de grupos de constituintes ativos e possibilita

até mesmo controlar a quantidade de constituintes toxicos. Assim, esse procedimento €



35

indispensavel para garantir a qualidade e permitir a reprodutibilidade do produto obtido, além
de fornecer uma maior seguranca e confiabilidade ao consumidor.

O desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos ainda representa um desafio para
industria farmacéutica devido as caracteristicas peculiares dos produtos vegetais que levam
aos problemas de controle de qualidade e estabilidade do produto acabado. Apesar de ja terem
sido desenvolvidos véarios estudos experimentais em relacdo aos aspectos quimicos e
farmacologicos de diversas plantas, observa-se que grande parte desses estudos estdo
direcionados, simplesmente, ao isolamento e caracterizacdo dos constituintes quimicos
presentes no vegetal. Por isso, a padronizagdo dos produtos derivados das plantas continua
sendo um processo dificil, principalmente para reproducéo dos efeitos biologicos (ALVES,
2008; SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).

Figura 5 - Etapas de desenvolvimento de um medicamento fitoterapico
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Fonte: Adaptado de SIMOES et al., 2001.
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O proximo passo consiste na etapa farmacéutica que estd relacionada com o
desenvolvimento da formulagdo, j& que para administracdo dos ativos terapéuticos faz-se
necessario a sua incorporacdo em uma forma farmacéutica que seja adequada a via de
aplicacdo de interesse. A escolha da apresentacdo mais apropriada para um produto
fitoterapico deve levar em consideracdo alguns fatores como a eficacia e a seguranca das
substancias ativas presentes na planta medicinal, de forma que, durante o processamento do
material vegetal em um produto tecnicamente elaborado, seja preservada a integridade
quimica e farmacoldgica do(s) marcador(es) quimicos da planta, garantindo a sua qualidade.
A forma farmacéutica também deve facilitar o uso do medicamento através da administracao
apropriada, permitir a administracdo de dose efetiva dos componentes ativos com precisao
adequada ao seu emprego seguro e contornar problemas de estabilidade por meio da adigédo
dos excipientes (TOLEDO et al., 2003; CUNHA, 2013).

Uma vez determinada a forma farmacéutica para 0 novo medicamento € necessario
fazer um estudo de pré-formulacdo, o qual é caracterizado pela avalicdo das propriedades
fisico-quimicas da substancia ativa isolada ou em associacdo com diversos adjuvantes. Cada
substancia possui caracteristicas fisicas e quimicas que devem ser conhecidas antes da sua
incorporagdo em uma forma farmacéutica, a citar a solubilidade, o coeficiente de particéo,
velocidade de dissolugdo, aspecto fisico de apresentacdo e de estabilidade (MACHADO,
2011; CAMPOS; ALVES; SILVA, 2012; MATOQOS, 2014).

Deve-se ter em mente a busca pela melhor formulacdo, tendo muito cuidado nas
escolhas dos componentes para que o produto final obtenha as melhores caracteristicas
sensoriais, de estabilidade, de seguranca, de eficacia e acima de tudo uma biodisponibilidade
desejada (COSTA, 2010, MACHADO, 2011). Os extratos vegetais possuem a vantagem de
poder ser incorporados em diferentes formas farmacéuticas, isso ocorre pelo fato de ser
possivel encontrar esses extratos nas formas liquidas, semi-solidas e secas (ISAAC et al.,
2008).

Tendo em vista a preocupagdo constante com aspectos referentes ao produto em
termos de qualidade e seguranca, os Orgdos regulatorios tém trabalhado no sentido de
normatizar os produtos fitoterapicos para padronizacdo e utilizagdo racional desses
medicamentos. Uma vez que o consumo tradicional de plantas pela populacéo é estimulada
pela ideia de que o natural ndo faz mal.

No Brasil, os medicamentos fitoterapicos industrializados sdo regulamentados pela
ANVISA, o6rgao responsavel pelo registro de medicamentos e outros produtos destinados a

salde. Desta forma, todo medicamento fitoterapico industrializado deve ser registrado pela
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Vigilancia Sanitaria antes da sua comercializacdo. A ANVISA exige dos fabricantes a
comprovacao de qualidade, seguranga e eficacia dos produtos vendidos, o que é conseguido
através do uso de protocolos, incluindo o guia das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF)
conforme a RDC n° 17/2010 (BRASIL, 2010).

A RDC n° 26/2014 é a legislacdo atual que regulamenta o registro de fitoterapicos no
pais, nela sdo estabelecidos todos 0s requisitos necessarios para a sua concessdo, 0s quais se
baseiam na garantia de qualidade. Anteriormente, quem vigorava no ambito dos fitoterapicos
era a RDC n° 14/2010 que jéa tinha revogado a RDC n° 48/2004 e a RDC n° 17/2000. A nova
Resolugdo traz como novidade a divisdo dos fitoterdpicos em duas categorias a dos
Medicamentos Fitoterapicos e a dos Produtos Tradicional Fitoterapicos. O primeiro caso deve
comprovar sua seguranca e eficacia por meio de estudos clinicos e podera apresentar Registro
ou Registro Simplificado, o segundo comprova a seguranca e efetividade através do registro
de uso em literatura técnico-cientifica e podera apresentar Registro, Registro Simplificado ou
Notificacdo. Outra mais recente atualizacdo das normas dos fitoterapicos foi a publicacdo da
RDC n° 66, de 26 de novembro de 2014 que traz uma alteracdo do anexo IV da RDC n°
26/2014, ja que esta ndo trouxe os dizeres legais obrigatorios que devem acompanhar o
folheto informativo do Produto Tradicional Fitoterdpico (BRASIL, 2014; BRASIL, 2015).

3.5 FORMAS FARMACEUTICAS SEMISSOLIDAS

A RDC n°67/2007 define forma farmacéutica como sendo o estado final de
apresentacdo em que 0s principios ativos farmacéuticos possuem ap6s uma ou mais operacoes
farmacéuticas executadas com ou sem a adicéo de excipientes apropriados, a fim de facilitar a
sua utilizacdo e obter o efeito terapéutico desejado, com caracteristicas apropriadas a uma
determinada via de administracdo (BRASIL, 2007). As formas farmacéuticas permitem a
obtencdo da dose exata do farmaco de modo seguro e proporcionam maior estabilidade para o
farmaco através dos excipientes e adjuvantes empregados (ALVES, 2008; FUCINA, 2012).

Atualmente, uma grande variedade de formas farmacéuticas estd disponivel no
mercado em decorréncia da necessidade da populacdo e do interesse das industrias
farmacéuticas por novos medicamentos. Esses fatores aliado ao avanco tecnoldgico tém
intensificado a busca por novas formas farmacéuticas fitoterapicas, inclusive as de uso topico.
(ADRIANO, 2009; FUCINA, 2012). Dentre as formas farmacéuticas disponiveis, 0s sistemas
semissolidos merecem destaque por seu extenso uso, seja como medicamento ou cosmético.

Estas preparacfes sdo formuladas para promover a liberagdo local ou transdérmica das
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substancias ativas e sdo igualmente utilizadas devido a sua a¢do emoliente ou protetora.
Apresentam aspecto homogéneo e sdo constituidos por excipientes simples ou compostos, nos
quais sdo dissolvidos ou dispersos uma ou varias substancias ativas (SALGADO, 2008).

As formulacGes semissolidas caracterizam-se por sua capacidade de aderir a superficie
de aplicacdo por um periodo de tempo razoavel antes de serem removidas por lavagem. Esta
propriedade esta relacionada com o seu comportamento reoldgico, do tipo plastico ou
pseudoplastico, que Ihes permite a alteracdo da sua forma e aderéncia a superficie cutanea
como um filme, mediante a aplicacdo de uma forca externa (o espalhamento da formulacéo na
pele) (WEBER; MOYERS-GONZALEZ; BURGHELEA, 2012; SALGADO, 2008). As
preparaces semissolidas cuténeas incluem os cremes, as pomadas e os géis. Todas estas
preparacdes aceitam a incorporacdo de extratos vegetais. A concentracdo de ativos a ser
incorporada nestas formas pode variar de acordo com a matéria-prima e, portanto, torna-se
necessario a realizagdo de um estudo minucioso em relagdo a compatibilidade dos extratos e
tinturas vegetais frente a determinados adjuvantes farmacotécnicos que sdo utilizados
(MACHADO et al., 2015).

3.5.1 Géis

Os géis podem ser definidos como sistemas semissoélidos translicidos ou transparentes,
constituidos por dispersbes de pequenas particulas inorganicas ou de grandes moléculas
organicas, encerradas ou interpenetradas por um liquido. O solvente utilizado na formacéo do
gel adquire consisténcia de gelatina por acdo de substancias apropriadas, designados agentes
gelificantes que ao entrar em contato com uma fase liquida, formam uma rede tridimensional
coloidal responsavel por sua viscosidade estrutural (VERMA et al., 2013; SINGH et al., 2014;
KARTHIKEYAN; SARITHA, 2014; CARAMELLA et al., 2015). Estes agentes,
normalmente, sdo os polimeros que, quando dispersos em meio aquoso assumem
conformacéo doadora de viscosidade a formulagdo (KULKARNI; SHAW, 2015).

Os géis sdo classificados segundo a natureza dos solventes utilizados na sua
preparacdo, sendo assim os géis hidrofébicos (oleogeis) sdo aqueles geralmente constituidos
de parafina liquida com polietileno ou 6leos gordurosos gelificados enquanto que os géis
hidrofilicos (hidrogéis) sdo aqueles cujas bases consistem normalmente de agua, glicerol ou
propilenoglicol. Os géis hidrofilicos tém sido os mais utilizados em produtos cosmeticos e

farmacéuticos por causa da sua facil aplicacdo, espalhabilidade, por permitir a veiculagdo de
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substancias ativas, principalmente, as hidrossoliveis e também de limpossomas, e por ndo
serem gordurosos (KARTHIKEYAN; SARITHA, 2014; RAPADO; PENICHE, 2015).

Os hidrogéis possuem na maioria das vezes, o comportamento reoldgico do tipo
pseudopléstico e tixotrdpico, isto é, deformam-se durante a aplicacdo, tornando-se mais
fluidos e por isso facilitam seu espalhamento, mas no momento em que se encerra a aplicacdo
sua viscosidade é recuperada, evitando que o gel escorra. O tipo de polimero usado na
preparacdo do gel pode influenciar na sua reologia, e, portanto, no comportamento sobre a
pele e na liberagdo dos ativos pelo veiculo. Preferencialmente, os agentes gelificantes devem
ser inertes, seguros e ndo reativos com os outros componentes da formulacédo e ainda permitir
a formacdo de uma matriz estavel durante o armazenamento, mas que possa ser facilmente
quebrada quando necessario como, por exemplo, quando na hora da aplicagdo tdpica
(SALGADO, 2008; COSTA, 2010; VILLANOVA; OREFICE, 2010; RAPADO; PENICHE,
2015).

O gel é uma boa opcao de sistema de liberacdo de farmaco para uso tdpico, sendo esta
via bem aceita pelos pacientes em virtude da facil administracdo e por proporcionar maior
conforto ao usuario durante o periodo de tratamento (CHATTERJEE; BHOWMIK;
THAKUR, 2011). Tratando-se de vias de administracdo, a cavidade vaginal, por sua vez,
oferece vantagens sobre as demais vias de administracdo de medicamentos, devido a area de
superficie consideravel, rica vascularizacdo, relativa permeabilidade a drogas, auséncia do
metabolismo de primeira passagem e facilidade da auto aplicagdo. A vagina pode ser utilizada
tanto para aplicacdo de ativos de acdo sistémicas como de acdo local. Quando o efeito local é
0 objetivo como é o caso dos agentes antibacterianos, antifungicos, antiprotozoarios e
antivirais, é desejavel a retencdo do farmaco na superficie vaginal através do seu baixo grau
de absorcdo (VALENTA, 2005; MACHADO et al., 2015).

Os géis apresentam diversas vantagens em relacdo a outros sistemas de administracdo
de medicamentos via vaginal como uma maior biodisponibilidade, seguranca, versatilidade e
economia. Além do mais, os géis caracterizam-se como 0s sistemas mucoadesivos mais
estudados para a via vaginal e esta, por sua vez, é altamente apropriada a bioadesdo. Tais
caracteristicas podem proporcionar um aumento do tempo de contato in situ do farmaco e
promover uma melhor absorcéo deste. O processo de mucoadesdo pode assim ser obtido pela
utilizacdo de polimeros mucoadesivos. Em vista disso, diversos polimeros com essa
propriedade tém sido recomendados pela literatura e sdo empregados na obtencdo de
formulacdes comerciais. A maioria deles sendo de natureza hidrofilica (NUNES et al., 2012
(CARAMELLA, 2015; FURST et al., 2015).
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H& uma diversidade de polimeros disponiveis para produgdo de géis, os mais
frequentemente empregados sdo os derivados celulésicos ou semi-sintéticos como a
metilcelulose (MC), hidroxietilcelulose (HEC) hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e
carboximetilcelulose sodica (SCMC) e os polimeros sintéticos como os carbdmeros
(Carbopol®) (KULKARNI; SHAW, 2015). Os derivados da celulose sdo alguns dos
polimeros mucoadesivos utilizados no desenvolvimento de formulagGes oral, nasal, anal e
formas de dosagem vaginal. Essas substancias sdo consideradas estratégias inteligentes para
estender o tempo de permanéncia e de reforcar a acdo das drogas em varias membranas. A
combinacdo de diferentes polimeros, a exemplo, do HPMC com o carbopol® tem
proporcionado uma forma farmacéutica final com propriedades bioadesivas ainda mais
satisfatoria, repercutindo em uma melhor acdo farmacoldgica (VILLANOVA; OREFICE,
2010; GUZZI, 2011; SHELKE et al., 2015; RAl et al., 2014; FURST et al., 2015).

3.5.2 Polimeros

Os polimeros sdo macromoléculas constituidas pela repeticdo de pequenas unidades
monomeéricas ligadas entre si por ligagdes covalentes, sendo obtidos através das reacdes de
polimerizacdo. Os Polimeros formados por mondmeros idénticos sdo referidos como
homopolimeros e os que sdo compostos por mais de um tipo sdo chamados de copolimeros
(KULKARNI; SHAW, 2015). A classificacdo dos polimeros ocorre com base em Vvarios
critérios: em relacdo a sua ocorréncia, a sua estrutura, ao seu comportamento mecanico, a
disposicdo espacial dos seus mondmeros, a sua morfologia e ao tipo de reacdo que deu sua
origem. Quanto a ocorréncia, podem ser sintéticos ou naturais. Os naturais sdo aqueles que ja
existem na natureza, a celulose e as proteinas sdo exemplos destes. Os polimeros sintéticos,
em sua maioria, s80 compostos organicos, produzidos pelo homem, dos quais fazem parte o
policloreto de vinilo (PVC) e os carbémeros (DUARTE, 2011).

3.5.2.1 HPMC

A celulose é o polimero natural mais abundante e extensivamente estudada. Embora,
seja um biopolimero altamente hidrofilico, ndo é solivel em agua devido a sua natureza
altamente cristalina. Porém, a solubilidade pode ser alcangada por meio de modificacGes
fisico-quimica em sua estrutura, gerando os derivados de celulose. Dentre estes, 0 HPMC

(Figura 6) € um derivado semi-sintético em que o0s grupos hidroxilo sdo substituidos por
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grupos metilo e hidroxipropilo (LIMA NETO; PETROVICK, 1997; GHOSAL,
CHAKRABARTY; NANDA, 2011; ACHARYA,; PATRAA; PANI, 2014; DING; ZHANG;
LI, 2015). E amplamente utilizado devido & sua natureza ndo toxica, a sua disponibilidade,
boa biocompatibilidade e biodegradabilidade, sendo normalmente usado na industria
farmacéutica como matriz para liberagdo de droga na forma de filme ou gel. Dentre outras
vantagens, este polimero possui a capacidade de solubilizagdo de farmacos de baixa
solubilidade em comparacéo a outros polimeros hidrossoliveis (ALVES et al., 2012; DING;
ZHANG,; LI, 2015; RUBILAR et al., 2015).

Figura 6 - Estrutura quimica da hidroxipropilmetilcelulose

n-2

Fonte: SIEPMANN; PEPPAS, 2012.

Todos os éteres de celulose apresentam propriedade de intumescimento quando em
contato com solventes aquosos, produzindo dispersdes moleculares. O HPMC é um polimero
hidrofilico, composto de unidades de p(1—4)-D glicose ligadas por ligagdes glicosidicas. E
encontrado em diversas graduacfes que variam em viscosidade, peso molecular e em grau de
substituicdo. As graduacbes podem ser classificadas, definindo-se um numero indicativo de
viscosidade aparente (DING; ZHANG,; LI, 2015). O polimero HPMC se comporta muito bem
frente alteracdes de pH das formulacGes, ou seja, ele € considerado estavel numa faixa de pH
de 3,0 até 11,0, sendo incompativel apenas com condicdes de pH extremos. Os géis
produzidos com o HPMC ¢é de natureza ndo-idnica, possuindo estabilidade em ampla faixa de
pH, tornando-se possivel a veiculagdo de substancias de carater acido (RAI, 2014; RUBILAR
et al., 2015).

3.5.2.2 Carbopol®



42

O carbopol® é um composto polimérico de elevado peso molecular, hidrossolivel,
formado por uma cadeia de &cido acrilico (Figura 7), pequenas unidades estruturais, que sdo
interligadas através de ligacdes cruzadas. Os grupamentos acidos (grupos carboxilo) presentes
na espinha dorsal de &cido acrilico do polimero sdo responsaveis pelos beneficios do produto,
pois quando neutralizados com substancias organicas como a trietanolamina ou inorganica
como o cloreto de sodio sdo capazes de espessa-se e ganhar transparéncia. A neutralizacdo
converte os grupos acidos da cadeia polimérica em sua forma de sal, formando a estrutura
estendida com aumento da viscosidade (DI GIUSEPPE et al., 2014; KULKARNI; SHAW;
2015).

Figura 7 - Estrutura quimica da molécula do Carbopol®
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Fonte: CHAWLA; SARAF, 2012.

Devido as caracterfsticas citadas, o carbopol® apresenta natureza idnica, mais
precisamente de carater anibnico e, portanto, pH dependente, apresentando-se estavel em pH
neutro ou proximo do neutro (CORREA, et al., 2005; SINGH et al., 2014). Quando disperso
em agua, o polimero umedece e forma uma dispersdo aquosa com valor de pH na faixa de 2,8
a 3,2. Nesse estado, a cadeia polimérica do carbopol® esta extremamente enovelada e sua
capacidade espessante é limitante. Para atingir 0 maximo de viscosidade a molécula deve se
desenovelar completamente. O méximo de transparéncia e viscosidade é conseguido no gel de
carbopol® com pH 7,0, mas a faixa de pH 4 a 5,5 é considerada boa para os quesitos
mencionados (RECHIA, 2010; WEBER; MOYERS-GONZALEZ; BURGHELEA, 2012; DI
GIUSEPPE et al., 2014).

O Carbopol® possui uma boa estabilidade frente a variacdes de temperatura, e por isso
é bastante utilizado em formas farmacéuticas semissolidas para aplicacdo sobre a pele e

mucosas, as propriedades bioadesivas, sdo atribuida a sua capacidade de formar ligacGes do
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tipo hidrogénio com os polissacarideos presentes na mucosa, especialmente a mucina. Além
de agente espessante atua como modificador da cinética de liberagdo de farmacos. Como
agente modificador de reologia, proporcionam uma vasta gama de caracteristicas de fluxo,
permitindo a formulacdo de uma ampla variedade de formas de produto (KULKARNI,
SHAW, 2015; SINGH et al., 2014). O carbopol® possui uma grande variedade de aplicagdo
por causa da sua solubilidade e por ndo reagir com os demais componentes da formulacéo
(WEBER, MOYERS-GONZALEZ, BURGHELEA, 2012).

O Carbopol® 940 é o agente gelificante mais utilizado na preparagdo de géis
transparentes. E preferido por produzir géis cristalinos e brilhantes, e apresenta o maior efeito
espessante dentre as resinas de carbopol®. O uso tépicos desses géis é vantajoso, pois
apresentam bom comportamento reoldgico e permanecem por maior tempo no local
administrado (CHAWLA; SARAF, 2012).

3.6 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO

O desenvolvimento e a validacdo de métodos analiticos eficientes sdo muito
importantes para garantir a qualidade dos produtos comercializados. Os métodos analiticos
estdo constantemente passando por mudancas e melhorias, e em muitos casos, eles estdo a
frente da tecnologia. O conhecimento detalhado sobre as propriedades fisico-quimicas de uma
substancia ativa contribui para o desenvolvimento de um produto terapéutico de alta
qualidade. Portanto, um rigoroso controle de qualidade é necessario para assegurar resultados
analiticos confidveis durante a pesquisa ou a producdo do medicamento (PEDROSO;
SALGADO, 2015).

Assim como os demais medicamentos, os fitoterapicos também requerem um eficiente
controle de qualidade, mas este parametro torna-se bastante complicado quando se trata de
espécies vegetais. As dificuldades, que ndo sdo aplicaveis as drogas sintéticas, muitas vezes
influenciam a qualidade dos medicamentos & base de plantas. Isso ocorre em virtude da
natureza complexa e variabilidade dos constituintes presentes nos extratos vegetais que estao
susceptiveis a variacdes desde a fase da coleta da matéria-prima até o produto acabado
(CHABARIBERI et al., 2009; LANDIM; FEITOZA; COSTA, 2013; PUSHPENDRA et al.,
2014). Por isso, existe a necessidade de padronizar as matérias-primas vegetais por meio do
desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos especificos que consigam quantificar
tanto os marcadores dos extratos como também das preparacbes obtidas (MOTA, 2014;
PEDROSO; SALGADO 2015). De acordo com lIsaac e colaboradores (2008) padronizar um
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extrato significa estabelecer a relagdo ideal entre droga vegetal e extrato e a relagdo entre
extrato e marcador.

Para garantir a qualidade de um extrato vegetal é necessario realizar o doseamento dos
compostos quimicos presentes nesse extrato, esse processo ocorre através da separagdo e
isolamento de um ou mais componentes que seja quantificavel, estabelecendo-se depois a
variacdo admissivel desse(s) componente(s). Com isso, os diferentes lotes do fitoterapico
terdo uma composicdo qualitativa e quantitativa semelhante. Quando a padronizacdo de
fitoterapicos é realizada com base na concentracdo de uma substancia marcadora, considera-
se que se esta substancia estd presente numa quantidade apropriada, todos os demais
componentes necessarios estdo igualmente representados durante a analise; assegurando-se,
com isto, uma atividade farmacoldgica uniforme (GUIMARAES et al., 2007; PUSHPENDRA
etal., 2014).

A identificacdo da droga vegetal é realizada baseada no padrdo de referéncia que deve
ser oficializado pela Farmacopeia Brasileira ou por outros c6digos autorizados pela legislacéo
vigente, ou ainda padrdes de referéncia devidamente caracterizados (BRASIL, 2010; NETTO
et al, 2006). No passado, devido a auséncia de padrdo de referéncia para identificacdo, era
dificil estabelecer as medidas de controle de qualidade para formulacGes fitoterapicas. No
entanto, hoje em dia, os esforgos foram feitos para que essas preparagdes estejam em
conformidade com as especificacdes pré-estabelecidas através do uso de técnicas analiticas
modernas (PUSHPENDRA et al., 2014; BOLIGON et al., 2015).

A padronizacdo quimica de medicamentos fitoterapicos e a garantia da sua eficacia e
seguranca requerem métodos analiticos adequados para a detec¢do e quantificacdo do(s)
marcador(es) e de substancias potencialmente toxicas (CHABARIBERI et al., 2009). Os
extratos de plantas ou formulaces produzidas com esses extratos sdo considerados amostras
complicadas para analise em virtude dos multiplos componentes presente na matriz, e na
maioria dos casos, € dificil identificar todos os fitoconstituintes por meio de métodos comuns.
Nesse sentido, a CLAE vem se destacando como importante ferramenta para estabelecer os
critérios analiticos para o controle de qualidade, e em muitos casos recebe auxilio de outras
técnicas tais como espectroscopia de ultravioleta (UV) e ressonancia magnética nuclear
(RMN) (CHABARIBERI et al., 2009; LANDIM; FEITOZA, COSTA, 2013; OMAR et al.,
2014; ROGGIA et al., 2014).

Alta eficiéncia de separacdo, resolucdo, sensibilidade, seletividade e rapidez sdo as
grandes vantagens da CLAE acoplada ao detector ultravioleta de arranjo de diodo (CLAE-
UV-DAD) (SKOOG et al., 2004; MARTINS et al., 2011; MOTA, 2014; KIM et al., 2016).
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Essa técnica permite a analise de teor, bem como a detec¢do e quantificacdo de quantidades
minimas de marcadores quimicos, produtos de degradacdo e compostos oriundos de
contaminacdo, adulteracdo e/ou falsificacdo (DUTRA, 2013). O perfil de uma planta tracado
pelo uso da CLAE oferece uma caracterizacdo completa da planta ou do produto analisado de
forma segura e reprodutivel, essa ferramenta permite ainda a distingdo entre espécies
proximas e o doseamento de quantidades relativamente pequenas do material vegetal
(SOUZA-MOREIRA, SALGADO, PIETRO 2010; PEDROSO; SALGADO 2015).

Diversos estudos na literatura descrevem métodos validados desenvolvidos por CLAE
para a deteccdo de uma variedade de flavonoides, a exemplo da rutina, quercetina e
quercitrina, muitas vezes determinados isoladamente ou em combinacdo com outras
substancias (PIANA et al., 2012; LANDIM; FEITOZA, COSTA, 2013; ESCUDERO et al.,
2014; BOLIGON et al., 2015). Durante o ensaio de quantificacdo do(s) marcador(es) da
planta, o analista precisa ficar atento a classe da substancia estudada, pois 0 método analitico
empregado deve estar de acordo com as caracteristicas do grupo de compostos de interesse, ja
gque estes possuem estruturas quimicas bem diversificadas (SOUZA-MOREIRA,
SALGADO, PIETRO 2010).

O desenvolvimento de um método analitico a ser utilizado no estudo de materiais
vegetais apresenta alguns desafios e por isso exige atencdo dobrada durante a execucdo de
cada etapa do processo. Dentre as dificuldades encontradas esta a extracdo dos constituintes,
principalmente de compostos ativos a partir de uma matriz complexa; a estabilidade térmica e
sob a luz; a falta de substancias de referéncia; variacbes da composicdo quimica entre lotes
coletados, localidade e época do ano (SOUZA-MOREIRA, SALGADO, PIETRO 2010;
PEDROSO; SALGADO 2015).

Neste contexto, um rigido controle de qualidade mostra-se imprescindivel para
obtencdo de um produto final de confianca, capaz de trazer beneficios para sociedade. Isso
pode ser conseguido por meio da avaliagdo e otimizacdo de varios parametros analiticos que
vai desde o preparo da amostra, analise cromatografica, detec¢cdo e quantificacdo, sendo que
estes devem ser intensivamente estudados e intrinsecamente relacionados com o objeto de
estudo. A validacdo de métodos analiticos é uma importante ferramenta para chegar a tais
objetivos e s6 com ela é possivel a concessdo de registro de um novo produto. Todos os
orgdos reguladores do Brasil e de outros paises exigem a validacdo de metodologia analitica e,
para isso, a maioria deles tem estabelecido documentos oficiais que séo diretrizes a serem
adotadas no processo de validacdo (SHABIR, 2003; RIBANI et al., 2004; MOTA, 2014).
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A validacdo de métodos analiticos é um processo de extrema importancia para avaliar
a eficiéncia dos métodos desenvolvidos durante sua aplicagdo na rotina laboratorial.
Conforme o disposto na RE n° 899 de 29 de maio de 2003, a metodologia analitica ndo
descrita em Farmacopéias ou em formularios oficiais, devidamente reconhecidos, deve ser
feita a validacdo com o objetivo demonstrar que o método é apropriado para a finalidade
pretendida, e, deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atende as
exigéncias das aplicacOes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (BRASIL,
2003; BRITO, 2003; ICH, 2005; DUTRA, 2013; FDA, 2015). Para tanto, 0 método deve
apresentar os parametros especificados para validacdo de métodos analiticos preconizado
nesta resolucéo.

Segundo a definicdo proposta pela RDC n° 17, de 16 de abril de 2010, a validacéo é
um ato documentado que atesta que qualquer procedimento, processo, equipamento, material,
operacdo ou sistema realmente conduza aos resultados esperados (BRASIL, 2010). Os estudos
de validagdo representam uma parte integrante do controle de qualidade de modo a assegurar
a credibilidade de processos especificos que resultem em produtos com especificacdes pré-
determinadas e mantenha os atributos de qualidade definidos (BRASIL, 2003; BRITO et al.,
2003; DUTRA, 2013).

A validacdo de meétodos analiticos de medicamentos fitoterapicos também deve ser
conduzida de acordo com o escrito na Resolugdo n® 899, porém, os resultados podem seguir
0s niveis de aceitacdo estipulados para métodos bioanaliticos, considerando-se a
complexidade da matéria-prima vegetal (KAEFER et al., 2015; BRASIL, 2015). E importante
ressaltar que a validagdo de um método é um processo continuo que tem inicio no
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e
transferéncia. Assim, quando ha necessidades de fazer adaptaces em metodologias ja
validadas, e quando ha inclusdo de novas técnicas ou uso de diferentes equipamentos €
preciso realizar uma nova validagdo (KAEFER et al., 2015).

Além dessa resolugdo para validacdo disponibilizada pela ANVISA, existem varios
outros guias publicados por organizagdes internacionais, como por exemplo, o International
Conference on Harmonization (ICH-Q2(R1)), United States Pharmacopeia (USP), European
Medicines Agency (EMA) e a World Health Organization (WHO). A confiabilidade dos
resultados obtido através de um processo de validacdo bem definido e documentado oferece
as exigéncias reguladoras evidéncias de que os métodos conduzem efetivamente ao uso
desejado (KAEFER, 2014; LI et al., 2016).
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Ainda de acordo com a Resolucdo n° 899, o planejamento da validagdo deve ser feito

de acordo com a categoria na qual se enquadra o teste a ser realizado, sendo que para cada

categoria € exigida a comprovacdo de um conjunto de parametros da validacdo. Os testes de

doseamento de marcadores quimicos em drogas vegetais e medicamentos fitoterapicos podem

ser classificados como sendo da categoria I, €, portanto, requerem que sejam considerados 0s

parametros como especificidade/seletividade, linearidade, precisdo (repetibilidade), exatidao e

robustez como ilustrado no quadro 2.

Quadro 1 - Classificacdo dos testes de acordo com sua finalidade

Categoria Finalidade do teste

I Testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo em produtos
farmacéuticos ou matérias-primas

Il Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinagdo de impurezas e
produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e matérias-primas

Il Testes de performance (por exemplo: dissolugéo, liberagédo do ativo)

v Testes de identificagdo

Fonte: BRASIL, 2003

Quadro 2 - Pardmetros exigidos para validagdo do método analitico segundo sua finalidade

Parametro Categoria | Categoria Il Categoria Il | Categoria IV
Quantitativo | Ensaio limite

Especificidade Sim Sim Sim * Sim

Linearidade Sim Sim Né&o * Né&o

Intervalo Sim Sim * * Né&o

Preciséo Sim Sim Né&o Sim Né&o

Repetibilidade

Intermediéria *x *x Néo ** N&o

Limite de deteccéo N&o Néo Sim * N&o

Limite de Né&o Sim Né&o * Né&o

quantificacdo

Exatidao Sim Sim * * Né&o

Robustez Sim Sim Sim Né&o Né&o

Fonte: BRASIL, 2003

A especificidade é um termo que pode ter definicdes diferentes para diferentes tipos ou

categorias de métodos analiticos. Ela é muitas vezes utilizada como sinénimo de seletividade
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e pode ser definida como sendo a capacidade do método de avaliar, de forma inequivoca, 0
analito de interesse na presenca de outros componentes que podem interferir com a sua
determinacdo em uma matriz complexa (BRASIL, 2003; ICH, 2005; BOOTH, et al., 2014;
USP, 2016). A especificidade é o primeiro passo para o desenvolvimento e validagdo de um
método analitico de separacdo e deve ser reavaliada continuamente durante a validacdo e
subsequente uso do método, além disso, se este pardmetro ndo estiver assegurado, a
linearidade, a exatiddo e a precisdo estardo comprometidas (RIBANI; COLLINS; BOTTOLI,
2007).

Para andlise quantitativa (teor) e andlise de impurezas, a especificidade pode ser
determinada pela comparacdo dos resultados obtidos de amostras contaminadas com
quantidades apropriadas de impurezas ou excipientes e amostras ndo contaminadas, para
demonstrar que o resultado do teste ndo é afetado por esses materiais. Em métodos
cromatograficos, devem-se tomar as precaucgdes necessarias para garantir a pureza dos picos
cromatograficos. A utilizacdo de testes de pureza de pico (por exemplo, com auxilio de
detector de arranjo de fotodiodos ou espectrometria de massas) € interessante para demonstrar
que o pico cromatografico € atribuido a um sé componente (BRASIL, 2003).

A seletividade é parametro analitico normalmente encontrado para validacdo de
métodos de separacdo. Ela é definida como a capacidade de um método em detectar, de forma
inequivoca, as substancias em exame na presenca de componentes que podem interferir com a
sua determinacdo em uma amostra complexa. Um método instrumental que produz uma
resposta para uma Unica substancia de interesse pode ser chamado especifico, ou seja, 0
analito € o Unico responsavel pelo sinal medido. Um método que produz resposta para varias
entidades quimicas pode ser chamado de seletivo, caracterizando-se pela existéncia de uma
resposta preferencial para a substancia de interesse, portanto, pode-se falar em grau de
seletividade, enquanto que a especificidade é uma caracteristica de natureza absoluta. No caso
de métodos cromatograficos no qual é comum a resposta a varias substancias
simultaneamente, o termo seletividade é sugerido como o mais apropriado (FDA, 2015).

A linearidade, por sua vez, corresponde a capacidade do método de demonstrar que 0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentra¢do do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado. Tanto a ANVISA quanto a ICH recomendam que a linearidade
seja determinada pela analise de, no minimo, cinco niveis de concentracGes. Para
determinacdo quantitativa, estas concentracdes devem seguir os intervalos de 80 a 120% da
concentragdo tedrica do teste (BRASIL, 2003). Havendo uma relagdo linear, os resultados das

analises deverdo ser tratados por metodos estatisticos apropriados para determinacdo do
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coeficiente de correlacdo, como por exemplo, 0 método dos quadrados minimos. O critério
minimo aceitavel do coeficiente de correlacéo (R) deve ser igual a 0,99 (BRASIL, 2003).

O intervalo do método analitico é a faixa entre os limites de quantificacdo superior e
inferior do analito, incluindo estes limites. Normalmente é derivado do estudo de linearidade e
depende da aplicacdo pretendida do método. E estabelecido pela confirmagio de que o
método apresenta exatiddo, precisdo e linearidade adequadas quando aplicados a amostras
contendo quantidades do analito dentro do intervalo especificado (BRASIL, 2003; ICH, 2005;
USP, 2016).

A precisdo é o grau de concordancia entre os resultados dos testes individuais, quando
0 processo € aplicado repetidamente a varias amostragens de uma mesma amostra em toda a
gama do ensaio. Este termo é usualmente expresso como desvio-padrdo (DP) ou desvio
padrdo relativo (coeficiente de variacdo (CV%)). A precisao pode ser medida, quer do grau de
reprodutibilidade como de repetibilidade do método analitico, em condi¢es normais de
funcionamento. (FDA, 2015; USP, 2016). Neste contexto, a reprodutibilidade refere-se ao uso
de procedimentos analiticos em diferentes laboratorios, diferentes analistas e em diferentes
dias, enquanto que a repetibilidade é definida como a proximidade de concordancia entre 0s
resultados de medigdes sucessivas de um mesmo analito realizadas sob as mesmas condigdes
de medicgdo ao longo de um curto espago de tempo. Para inlmeros propdsitos, a repetibilidade
€ o critério que interessa em um método analitico oficial, este termo é também denominado de
precisdo intra-corrida (BRITO et al., 2003; USP, 2016).

A repetibilidade do método € verificada por, no minimo, nove determinacdes,
contemplando o intervalo linear do método, ou seja, trés concentracdes, baixa, média e alta,
com trés réplicas cada ou minimo de seis determinacGes a 100% da concentracdo do teste
(BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP, 2016).

A exatiddo é a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo comparado
ao valor verdadeiro. Os resultados do ensaio sdo calculados como porcentagem de
recuperacdo da quantidade conhecida do analito adicionado a amostra, ou pela diferenca entre
o valor da concentracdo considerado como verdadeiro e o valor experimental, obedecendo aos
intervalos de confianca (BRASIL, 2003; USP, 2016). Os ensaios mais utilizados para avaliar
a exatiddo sdo: analise da amostra de concentracdo conhecida (padrdo de referéncia) e
comparacdo dos dados com o valor verdadeiro; comparacdo de métodos, ou seja, os valores
obtidos pelo método em desenvolvimento devem ser confrontados com o0s de uma
metodologia bem caracterizada de exatid@o esclarecida; ensaios de recuperagdo que consiste

em recuperar quantidades conhecidas do analito adicionada a matriz sem o analito, e, por fim,
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tem-se a adicdo de padrdo, neste método serdo recuperadas quantidades conhecidas da
substancia padrdo que sdo adicionadas em diferentes niveis numa matriz da amostra, que ja
contenha quantidades (desconhecidas) da substancia em estudo. Este dltimo é bastante
utilizado em anélises de extratos vegetais e fitoterapicos (BRASIL, 2003; RIBANI et al.,
2004; ICH, 2005; USP, 2016).

Tanto a ANVISA quanto a ICH concordam que a exatiddo do método deve ser
determinada ap0s o estabelecimento da precisdo, da linearidade, do intervalo linear e da
especificidade do mesmo, sendo verificada a partir de, no minimo, nove determinacdes
contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, trés concentracGes, baixa, média e
alta, com trés réplicas cada. A exatidao é expressa pela relacdo entre a concentracdo média
determinada experimentalmente e a concentracdo teorica correspondente.

A robustez do método, por sua vez, é a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos. Indica sua confianga durante o
uso. A avaliacdo da robustez deve ser considerada durante a fase de desenvolvimento e
depende do tipo de processo em estudo. Nos testes de robustez sdo aplicados experimentos
estatisticos que examinam, simultaneamente, os efeitos de alteracfes em diferentes variaveis
do método. No caso de métodos cromatogréficos, a robustez pode ser avaliada, por exemplo,
pela variacdo, dos parametros como fluxo, pH e forca i6nica da faze mdvel em HPLC,
programacéo da temperatura, concentracdo do solvente organico, entre outros (ICH, 2005;
USP, 2016). Os testes de robustez, em geral, servem para indicar os fatores que podem
influenciar, significantemente, a resposta do método estudado. As mudancas introduzidas
refletem as alteragdes que podem ocorrer quando um método é transferido para outros
laboratérios, analistas ou equipamentos (RIBANI; COLLINS; BOTTOLI, 2007; BOOTH et
al., 2014).

3.7 ESTUDO DE ESTABILIDADE DE MEDICAMENTO

Tao importante quanto o desenvolvimento e validacdo de uma metodologia analitica
utilizada para quantificar os marcadores quimicos envolvidos na padronizacdo de um extrato
para producdo de um fitoterapico é seu posterior estudo de estabilidade, pois essa etapa é
imprescindivel para continuar mantendo os niveis da qualidade garantidos na sua producéo
(KLEIN et al., 2009).

De acordo com a definigdo da USP (2016), a estabilidade de um produto é a extensdo

em que este mantém, dentro dos limites especificados, as mesmas propriedades e
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caracteristicas que possuia no momento de sua fabricacdo, durante todo o seu periodo de
armazenamento e uso. Um produto estavel pode ser definido também como aquele em que sua
poténcia esta reduzida a ndo mais do que 10%, desde que os produtos de alteracdo estejam
todos seguramente identificados e previamente reconhecidos os seus efeitos (LEITE, 2005;
MINE; MORAIS, 2013; SILVA et al., 2014).

A estabilidade dos produtos farmacéuticos pode ser influenciada tanto por fatores
extrinsecos quanto pelos intrinsecos, o primeiro caso envolve as condicdes ambientais aos
quais os produtos estdo expostos como temperatura, umidade, luz e oxigénio. Os fatores
intrinsecos sdo aqueles relacionados ao proprio produto, por exemplo, as propriedades fisicas
e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e sua
composicao, processo de fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais de embalagem. O
periodo de tempo entre a fabricacdo e o uso pelo paciente também podem afetar a estabilidade
dos medicamentos (BRASIL, 2005; COSTA, 2010; KAEFER et al., 2015).

Por isso, os estudos de estabilidade sdo essenciais, uma vez que fornecem as
informacBes que indicam o grau de estabilidade relativa de um medicamento nas condigdes
diversas de exposicdo. Além disso, orientam nos estudos de desenvolvimentos, auxiliando na
escolha dos componentes da formulacdo, na determinacdo do material de acondicionamento
mais apropriado, na forma de apresentacdo e sdo Uteis para prever possiveis interacdes entre a
substancia ativa, excipientes e forma farmacéutica e para estabelecer o prazo de validade
(BRASIL, 2005; SALGADO, 2008; COSTA, 2010).

Durante o estudo de estabilidade o produto é exposto a condi¢cBes que acelerem
mudangas passiveis de ocorrer durante o prazo de validade. No entanto, essas condi¢es ndo
podem ser tdo extremas a ponto de provocar alteragbes que ndo ocorreriam no mercado
(BRASIL, 2005). De acordo com Velasco e colaboradores (2008) o teste de estabilidade é
considerado um procedimento preditivo, ja que é baseado em dados obtidos do
armazenamento de produtos em condic¢des que visam acelerar seu envelhecimento. Como em
todo procedimento preditivo os resultados ndo sdo absolutos, mas tém probabilidade de
sucesso.

Os parédmetros considerados durante o estudo compreendem as possiveis alteragdes
fisicas e fisico-quimicas como aspecto, cor, odor, uniformidade, pH e viscosidade, dentre
outras. Estes parametros sdo estudados comparativamente, considerando as caracteristicas
iniciais do produto e suas alteracdes ao longo do tempo (BABY, 2005). J& os aspectos
guimicos como a integridade da estrutura quimica e o teor de ingredientes devem ser

mantidos dentro dos limites especificados. O cumprimento das Boas Praticas de Fabricacéo
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(BPF) e os sistemas conservantes utilizados na formulacdo podem garantir as caracteristicas
microbioldgicas do produto em teste (BRASIL, 2004).

A RE n° 1, de 29 de julho de 2005 traz o guia para realizacdo de estudos de
estabilidade disponibilizado pela a ANVISA, este guia define trés tipos de estudos para o
delineamento dos testes de estabilidade, estudos de estabilidade acelerada, de
acompanhamento e de longa duragdo, tanto para medicamento sintético como para
fitoterapicos. Estes estudos abrangem um conjunto de testes projetados para se obter
informacdes sobre a estabilidade de produtos farmacéuticos visando definir seu prazo de
validade e periodo de utilizacdo em embalagem e condi¢des de armazenamento especificadas.

O estudo de estabilidade acelerado tem por objetivo acelerar a degradacdo quimica
e/ou fisica de um produto farmacéutico em condicdes for¢adas de armazenamento. Os dados
obtidos podem ser usados para avaliar efeitos quimicos e fisicos prolongados em condicdes
nédo aceleradas, bem como avaliar o impacto de curtas exposi¢des a condigcdes fora daquelas
estabelecidas no rétulo do produto, que podem ocorrer durante o transporte (BRASIL, 2005;
KAEFER, 2014). A frequéncia dos testes para esse estudo ocorre nos tempos de 0, 3 e 6
meses para as analises como doseamento, quantificacdo de produtos de degradacao,
dissolucdo e pH. No entanto, para as demais provas apresentar estudo aos 6 meses
comparativo ao momento zero (BRASIL, 2005).

O estudo de estabilidade de longa duracdo, por sua vez, visa verificar as caracteristicas
fisicas, quimicas, biologicas e microbiolégicas do produto farmacéutico durante e,
opcionalmente, depois do prazo de validade esperado sob as condicbes ambientes de
temperatura e umidade. Os resultados sdo usados para estabelecer ou confirmar o prazo de
validade e recomendar as condi¢cfes de armazenamento. A frequéncia dos testes ocorre em 0,
3, 6,9, 12, 18 e 24 meses para doseamento, quantificacdo de produtos de degradacao e pH,
totalizando 7 analises em todo o estudo. Sendo assim, para as demais provas, devem-se
realizar analises apenas no primeiro e no ultimo més do estudo de longa duragdo (BRASIL,
2005).

Por fim, o estudo de estabilidade de acompanhamento €é realizado ap6s o inicio da
comercializacdo, para verificar se o produto farmacéutico mantém as caracteristicas fisicas,
quimicas, bioldgicas, e microbiologicas previstas nos estudos de estabilidade de longa
duracdo, devendo ser realizado anualmente ou bianualmente, dependendo do numero de lotes
produzidos pela empresa farmacéutica, para comprovacdo da qualidade do produto com a
estabilidade pré-estudada. (BRASIL, 2005).
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Esses estudos sdo realizados em camaras climéaticas qualificadas de acordo com
normas internacionais, que proporcionam o controle de temperatura e umidade em seu
interior. Para a avaliacdo destes estudos, amostras sdo retiradas das camaras em tempos
determinados conforme descrito anteriormente (BRASIL, 2005; ICH, 2005). Os produtos
farmacéuticos semissolidos, com embalagem de acondicionamento semipermeaveis, sdo
mantidos durante o periodo de estudo de estabilidade acelerada (6 meses) nas condictes
climaticas de 40 °C £ 2 °C de temperatura e com 25% UR ou 75% UR * 5% de umidade
relativa. Em caso de optar-se por 75% UR, o valor da perda de peso devera ser multiplicado
por 3,0. Por outro lado, as amostras acondicionadas em embalagens impermeéveis devem ser
armazenadas a temperatura de 40 °C + 2 °C pelo mesmo periodo de tempo (BRASIL, 2005).

Além dos estudos de estabilidade descritos anteriormente, muitos autores recomendam
submeter a formulacdo aos testes de triagem ou avaliacdo de estabilidade preliminar. Esse
estudo é importante nas etapas iniciais de desenvolvimento do produto, pois permite que o
pesquisador selecione dentre as varias formulas, aquela ou aquelas que apresentam melhor
desempenho quanto a estabilidade fisica e fisico-quimica. Para isso, utiliza critérios
estabelecidos para aceitacdo e rejeicdo, conforme as caracteristicas especificas de cada tipo de
produto (QUEIROZ, 2008; BABY et al., 2008; ISAAC et al., 2008). Os testes de estabilidade
preliminar sdo de curta duracdo e empregam condigdes extremas de temperatura (estresse
térmico) com o objetivo de acelerar possiveis reacdes entre os componentes da formula e o
surgimento de sinais de instabilidade.

Por causa das condicdes em que é conduzido, este estudo ndo tem a finalidade de
estimar a vida Gtil do produto, mas sim de auxiliar na triagem das formula¢fes com duragdo
de aproximadamente quinze dias (BRASIL, 2004; NUNES, 2008; ISAAC et al., 2008;
ADRIANO, 2010). Geralmente as amostras sdo submetidas a aquecimento em estufas,
resfriamento em refrigeradores e a ciclos alternados de resfriamento e aquecimento (BRASIL,
2004).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DA DROGA VEGETAL

Para o desenvolvimento deste estudo, foram utilizadas as partes aéreas de T.
occidentalis coletadas no municipio do Cabo de Santo Agostinho, situado no litoral sul do
estado de Pernambuco, localizado na Mesorregido Metropolitana do Recife, com latitude
08°29°86,07”S ¢ longitude 35°06°45,29”W. Uma exsicata foi depositada no herbario do
Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA) sob o n® 87.752 e a identificacdo botanica da
espécie foi realizada pela pesquisadora e curadora Dra. Rita de Céssia Aradjo Pereira. A
coleta do espécime vegetal foi realizada no més de setembro de 2015, seguindo os critérios de
coleta previamente definidos.

O material vegetal ainda fresco foi higienizado mediante a lavagem com &gua
purificada e aspergido com alcool a 70% (v/v) com a finalidade de remover as impurezas
presentes e interromper o metabolismo do vegetal, evitando a alteracdo dos compostos
quimicos originalmente presentes. Posteriormente, o material foi deixado para secar a
temperatura ambiente seguido da secagem em estufa de ar circulante por 120 horas a 40°C.
Apo6s secagem, foram retiradas as folhas do caule, pois apenas as folhas secas foram
pulverizadas em moinho de facas, e acondicionadas em recipiente de vidro vedado e mantida

protegido da luz (Figura 8).
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Figura 8 - Etapas realizadas para obtengéo da droga vegetal

secas (E) moagem das folhas secas; (F) p6 de Thuja apés moagem.
Fonte: Dados da pesquisa.

4.2. OBTENCAO DA TINTURA DE T. occidentalis

O material vegetal seco e pulverizado foi submetido ao processo de extragdo pelo
método de digestdo, para o qual foi utilizado um agitador de bancada mecéanico (Marconi®)
com rotagdo de 250 rpm e banho de aquecimento (Nova Etica®) a 40 °C, durante 60 min. O
solvente usado para a obtencdo da tintura foi a solucdo hidroalcodlica a 70% (v/v) e a
proporc¢do droga:solvente foi de 1:10 (p/v). Ap6s o tempo de extracdo, a tintura foi filtrada
com auxilio de um algoddo em um funil, e armazenada em frasco-ambar a temperatura
ambiente.

Para nivel de comparacdo em termos de quantificagdo do flavonoide marcador, foi
realizado outro tipo de extracdo através do método da maceracdo em solucdo hidroalcodlica a
70% (v/v) com proporgdo droga:solvente de 1:10 (p/v). A mistura foi colocada em ultrassom a
temperatura ambiente, por 30 minutos. Depois, foi mantida em repouso em recipiente fechado
ao abrigo da luz por 24 h. Apds esse periodo, efetuou-se a filtracdo do macerado com auxilio
de um algoddo em um funil, e, em seguida foi armazenado em frasco-ambar a temperatura

ambiente.

4.3 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO E EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO
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As solucdes extrativas resultantes pelos dois métodos empregados foram submetidas a
secagem do solvente em evaporador rotativo (IKA — RV10 Digital® e Banho Maria IKA
HB10 Digital®) sob presséo reduzida a uma temperatura de 50 + 5°C. Ap6s destilagdo do
solvente até a secura, foram obtidos um residuo de cor verde-escura (extrato bruto-EB) do
macerado e digesto. Uma fracdo do extrato bruto digesto foi reservada para os testes
posteriores e a outra foi submetida a particio com solucdo hidroalcodlica a 65% (v/v) e
hexano na propor¢do 2:3 em ordem decrescente de polaridade. Inicialmente, 1 g do extrato
bruto foi solubilizado na solugdo hidroalcoodlica e submetido a agitagdo em ultrassom por 15
minutos. A mistura foi transferida para um funil de separacdo, no qual foi adicionado o
hexano e, em seguida, homogeneizado lentamente, deixando-se em repouso por alguns
instantes, até que as fases etanolica e hexanica ficassem bem separadas. As duas fracdes
obtidas separadamente e 0 EB macerado e digesto foram submetidos a secagem em balanca
de umidade Shimadzu® (Moisture balance MOC-120H).

4.4 CONTROLE DE QUALIDADE APLICAVEL A TINTURA

A tintura obtida por digestdo foi analisada fisicoquimicamente quanto a densidade, pH,
teor alcodlico, residuo seco e quantificacdo dos principais flavonoides presente no vegetal.
Esses procedimentos estdo de acordo com os métodos descritos na Farmacopeia Brasileira 52
edicdo (BRASIL, 2010).

4.4.1 Teor alcoodlico

O grau alcodlico foi determinado colocando-se a tintura com temperatura de 20°C em
uma proveta. Em seguida, o alcodmetro rigorosamente limpo foi imerso na solucdo e
submetido a rotacdo manual com cuidado para que ndo tocasse nas paredes da proveta e ao
mesmo tempo evitando a formacgdo de bolhas. Quando o alco6metro atingiu a posi¢do de
equilibrio, verificou-se o ponto de afloramento da haste, observando tangencialmente o nivel
do liquido, ou seja, a parte inferior de menisco. O ndmero correspondente ao ponto de
afloramento indicou em centimetros e em volume o teor alcoolico. A concentracdo do alcool

foi expressa pela sua unidade de medida, grau Gay-Lussac (°G.L.) (BRASIL, 2010).

4.4.2 Densidade relativa da tintura
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A determinagdo da densidade relativa da tintura foi realizada de acordo com a
metodologia descrita pela Farmacopéia Brasileira 5% edicdo (2010). Um picnémetro com
capacidade para 25 mL, previamente tarado, foi preenchido com o liquido padrdo (adgua
destilada a 20°C) e pesado, mantendo o cuidado durante o manuseio de tocar na vidaria
apenas com o papel absorvente e eliminando as bolhas presentes no liquido. Em seguida, o
picndmetro foi lavado com a amostra na mesma temperatura e pesado, preocupando-se em
secar 0 picndmetro externamente sem tocar na parte superior, esse procedimento ocorreu
sempre entre a troca de liquidos para pesagem seguinte. A relacdo entre o peso do padrdo e da
amostra, em um volume fixo, forneceu o valor da densidade relativa do extrato através das

equacOes 1 e 2.

d%8 = Myintura/ Mygya (Eq. 1)

oo = 0,99820 x d20 + 0,0012 (Eq. 2)

Em que:
Miinwra: € @ massa do extrato que ocupa o volume V do picnémetro;

Magua :€ @ Massa de agua pura que ocupa 0 mesmo volume V do picnémetro.
4.4.3 Determinacdo do pH

O pH da tintura foi determinado em pHmetro digital (Micronal®), previamente
calibrado, com solucgdes tampédo pH 4,0 e 7,0 e os resultados correspondem a média de trés
determinac6es (BRASIL, 2010).

4.4.4 Residuo seco

O residuo seco (RS) foi determinado em triplicata conforme o método proposto pela
Farmacopeia Brasileira, 5% edi¢cdo de 2010. Exatamente 2 mL da tintura foram transferidos
para o pesa-filtro previamente tarado. O pesa-filtro foi colocado em banho-maria até a secura
da amostra e, logo apos, o residuo foi submetido ao aquecimento em estufa a 105 + 2°C

durante 3 horas, seguida de resfriamento em dessecador por 20 minutos e novamente pesado.
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Finalmente, foram realizados os calculos necessarios a fim de quantificar a massa restante,

utilizando a equagéo 3 para obter o RS em gramas e a equagao 4 para obter RS%:

RS = MPFR - MPF (Eq. 3)
MPFR — MPF (Eq. 4)
Y)Y m —
RS% = Mpra—mpE* 0

Em que:
MPFR = massa do pesa-filtro com o residuo resfriado (g)
MPF = massa do pesa-filtro vazio (g)

MPFA = massa do pesa-filtro com amostra (g)

4.5 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA O
DOSEAMENTO DA QUERCITRINA NA TINTURA DE T. occidentalis POR CLAE

Os flavonoides foram escolhidos para monitorar a qualidade da tintura e extrato bruto
obtido a partir do método extrativo citado anteriormente. A escolha se deu pelas propriedades
terapéuticas relacionadas a esses compostos, principalmente, no caso da quercitrina que, por
sua vez, € o componente majoritario nas folhas do vegetal estudado. O método analitico
inicialmente desenvolvido por Alves (2014) para a padronizacao da tintura de T. occidentalis
foi utilizado como ponto de partida para a realizacdo desse trabalho. De inicio, foram feitas
analises para testar a reprodutibilidade do método desenvolvido por Alves (2014) e, em
seguida, prosseguiu-se com as modificacBes necessarias para obter um novo método para a
tintura e para o EB. Dentre as mudangas realizadas, encontram-se as diferentes proporcdes da
fase madvel, o tipo de solvente usado para solubilizar as amostras, a temperatura e o tempo de
analise. As condicdes escolhidas para prosseguir com o procedimento da validacdo estdo
descritas nas se¢des 4.5.1 e 4.6.1.

A validacdo do método foi realizada com base nos parametros recomendados pela RE
n°® 899, a qual indica que sejam realizados os ensaios de seletividade/especificidade,
linearidade, precisdo, exatiddo e robustez para métodos classificados como sendo da categoria
| (BRASIL, 2003).
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4.5.1 Condigdes cromatogréficas para analise da tintura

Para o0 doseamento da tintura, as analises foram realizadas em cromatégrafo liquido de
alta eficiéncia da marca Shimadzu®, modelo Prominence LC-20 AT, equipado com detector
de arranjo de diodo (DAD). Foi utilizada coluna de fase reversa Ascentis® C18 (250 x 4,6 mm
x 5um). O forno da coluna foi mantido a temperatura de 32°C e o volume de injecdo das
amostras foi de 20 uL. A fase movel foi composta por solucéo de &cido acético a 0,3% (v/v)
com pH 3,1 (A), preparada conforme o item 4.5.2 e metanol grau HPLC (B), operando com
um fluxo de 0,8 mL/min. O gradiente de distribuicdo do método esta ilustrado na Tabela 1,

com monitoramento dos comprimentos de onda de 255 e 345 nm (ALVES, 2014).

Tabela 1 - Gradiente de eluicdo da fase mdvel para analise da tintura de T. occidentalis

Tempo (min) % A % B
01,0 75 25
05,0 50 50
20,0 50 50
23,0 05 95
28,0 05 95
29,0 75 25
35,0 75 25

Legenda: %A: porcentagem da fase mével A composta por agua acidificada e %B: porcentagem da
fase mével B composta por metanol
Fonte: Dados da pesquisa.

4.5.2 Preparacdo da fase movel

A fase mével foi preparada por adicdo cuidadosa do 4cido acético (J. B. Baker®
99,7%) em Aagua ultrapurificada em um baldo volumétrico, de forma que foi obtida uma
solucgéo final de 0,3% com pH = 3,1. A solucdo, assim preparada, foi desgaseificada com

auxilio do ultrassom (Unique® USC-700) por alguns minutos.
4.5.3 Preparacao das solu¢fes amostras para as analises da tintura

Para o preparo das amostras, foram diluidas da tintura 5 mL em um baldo volumétrico

de 50 mL, completando o volume com metanol seguido da homogeneizacdo da mistura
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(solucao-estoque). Considerando o valor do residuo seco anteriormente obtido, calculos foram
feitos para preparar as dilui¢des a fim de conseguir as solugGes de trabalho nas concentragdes
desejadas para cada teste. As amostras preparadas foram filtradas com filtro de membrana
chromafil® Xtra PVDF de 0,20 pm.

4.5.4 Preparacéo da solugdo-padréo

A solucdo estoque do padrdo de quercitrina foi preparada por pesagem em balanca
Bioprecisa FA2104N e dissolucdo adequada da substancia em metanol seguida de sonicacéo
em banho de ultrassom (Limp Sonic) até completa homogeneidade. A solucdo-mée do padrédo
teve concentracdo final de 200 pug/mL. Partindo dessa solugdo mais concentrada, foram feitas
as diluicBes necessarias para obter os pontos da curva de calibragcdo conforme o esquema da

Figura 9.

Figura 9 - Esquema de preparagéo das solucdes de trabalho para obter a curva padrdo da quercitrina

Solucio-mie

S o8 444

S pg/mL 10 pg/mL 20pg/mL 25pg/ml. 30pg/mL. 40pg/mL

J
| { Quercitrina: 200 pg/mL

Fonte: Dados da pesquisa.
4.5.5 Parédmetros da validagéo
4.5.5.1 Linearidade e Curva analitica

A linearidade do meétodo foi avaliada por meio da constru¢do da curva analitica com

seis niveis de concentracdo da solucdo-padrdo em metanol, realizada em triplicata. As



61

concentragdes de 5; 10; 20; 25; 30 e 40 pg/mL foram obtidas a partir da diluicdo da solucéo-
mde em baldo volumétrico de 5 mL. A determinacdo quantitativa do analito seguiu os
intervalos de 20 a 160% da concentracdo tedrica do teste. Os resultados obtidos foram
tratados estatisticamente por calculos de regressédo linear pelo método dos minimos quadrados
e considerados satisfatdrias as curvas cuja correlacéo linear (R?) tenha sido de no minimo 0,99
(BRASIL, 2003; USP, 2013).

Tabela 2 - Dados da linearidade do método para a tintura de T. occidentalis

Bal&do volumétrico Concentragéo do Concentracdo em
de 5 mL* padréo adicionado %
(pg/mL)
1 5 20
2 10 40
3 20 80
4 25 100
5 30 120
6 40 160

(*) Teste realizado em triplicata
Fonte: Dados da pesquisa.

4.5.5.2 Especificidade/Seletividade

A Especificidade/seletividade do meétodo foi avaliada comparando o perfil
cromatografico do branco (solvente da amostra), da solucdo-amostra e da solucdo-padrao, a

fim de avaliar a presenca de possiveis interferentes no tempo de retencao do marcador.

4.5.5.3 Precisao

A precisdo do método foi avaliada em dois niveis: repetibilidade ou ensaio intra-dia e
precisdo intermedidria ou ensaio inter-dia. No primeiro caso, 0 mesmo analista, no mesmo dia
executou as analises em sextuplicata a 100% da concentracdo-teste sob as mesmas condicdes
instrumentais e cromatograficas. Para isso, foram preparadas solucdes da tintura na
concentracdo de 900 pg/mL, o que corresponde a uma concentracdo de 25 pg/mL de
quercitrina. Os resultados foram expressos como coeficiente de variagdo (CV%) (Equagéo 5),
para o qual ndo se admite valores superiores a 5%. O método deve ser capaz de representar o
grau de concordancia entre os resultados de medigdes sucessivas de uma mesma amostra em

uma mesma concentracdo do analito (BRASIL, 2003).
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DP
CV% = —x 100 (Eq.5)

Em que:
DP = Desvio-padrdo

X = Média das determinac6es

Para a determinacdo da precisdo intermediaria, o experimento foi realizado conforme a
repetibilidade em um segundo dia, pelo mesmo analista sob as mesmas condigdes
instrumentais e cromatograficas. O célculo da precisdo intermediéria foi realizado estimando-
se o coeficiente de variancia das seis determinagdes obtidas nos dias 1 e 2, empregando como

método estatistico a analise de variancia (ANOVA).
4.5.5.4 Exatiddo

A exatiddao do método foi realizada pela analise da amostra em trés niveis crescentes
de concentragdes: 20 pug/mL (nivel baixo, 80% da concentragcdo-media), 25 pg/mL (nivel
médio, 100% da concentracdo-média) e 30 pg/mL (nivel alto, 120% da concentracdo-média).
As solucdes assim preparadas foram filtradas e injetadas para analise. Estes valores foram
escolhidos por estar dentro da faixa de trabalho utilizada (5 a 40 pg/mL). A exatidao foi
expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a

concentracéo tedrica correspondente, conforme a equacéo 6, usando o software Excel® 2010.

. Concentragdo média experimental (Eq. 6)
Exatidao = —— x 100
Concentragdo tedrica

4.5.5.5 Robustez

Para o ensaio da robustez do método, alguns parametros de analises foram levemente
modificados, tais como a temperatura de analise (31; 32 e 33°C) e o pH da fase movel (2,9;
3,1 e 3,3). O experimento foi conduzido em triplicata da solugdo-amostra com concentragdo

de 900 pg/mL. Os parametros analisados foram tempo de retencdo, area, teor do marcador,



63

fator de retencéo e fator de cauda, observando em todas as anélises uma resolugdo do pico

majoritario > 1,5.

4.6 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA O
DOSEAMENTO DE FLAVONOIDES PRESENTES NO EXTRATO BRUTO DE T.
occidentalis POR CLAE

4.6.1 Condicdes cromatograficas

As analises foram realizadas em cromatégrafo liquido da marca Shimadzu®, modelo
Nexera XR, equipado com detector de arranjo de diodo (DAD). Para tal, foi utilizada uma
coluna de fase reversa Jupiter® Phenomenex® C18 (250 x 4,6 mm x 5um) acoplada a uma pré-
coluna Jupiter® C18 (4 x 4,6 mm x 5um). O forno da coluna foi mantido & temperatura de 31
°C e o volume de injecdo das amostras foi de 2 uL. com tempo de corrida de 37 minutos,
durante o qual foram monitorados os seguintes comprimentos de onda 275, 310 e 345 nm. A
fase movel foi composta por solucdo de &cido acético a 0,3% (v/v) com pH = 3,1 (A),
preparada conforme a secdo 4.5.2 e metanol grau HPLC (B), operando a um fluxo de 0,8

mL/min, utilizando o gradiente de solvente conforme ilustrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Gradiente de elui¢do dos solventes utilizados como fase mével para a analise do EB

Tempo (min) % A % B
01,0 75 25
10,0 75 25
13,0 40 60
24,0 40 60
27,0 05 95
31,0 05 95
32,0 75 25
37,0 75 25

Legenda: %A: porcentagem da fase mdvel A composta por agua acidificada e %B: porcentagem da
fase mdvel B composta por metanol
Fonte: Dados da pesquisa.

4.6.2 Preparacao das solu¢fes amostras para o doseamento
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4.6.2.1 EB macerado

Exatamente 20 mg de extrato seco foram pesados e transferidos para o baldo
volumétrico de 10 mL, solubilizando com 5 mL de metanol. A solucdo foi sonicada em
ultrassom por 5 minutos a temperatura ambiente. Foi completado o volume com 0 mesmo
solvente, atingindo a concentracdo final de 2 mg/mL. A solucdo foi homogeneizada e filtrada

com filtro millipore® com porosidade 0,20 um e finalmente analisada (CESCA, 2010).

4.6.2.2 EB digesto

A principio, foi preparada uma solucdo-amostra mais concentrada, pesando-se 100 mg
EB e dissolvido em 5 mL de metanol, a mistura foi transferida para um baldo volumétrico de
10 mL e submetida a agitacdo em banho de ultrassom por 5 minutos. ApOs esse processo, o
volume foi completado com o mesmo solvente e homogeneizado, resultando em uma
concentracdo final de 10 mg/mL (solucdo-estoque). A partir dessa solucdo foram feitas
diluicbes a fim de obter as solucdes de trabalho. Antes da injecdo no cromatdgrafo, as
amostras foram filtradas com filtro millipore® com porosidade 0,20 um e injetadas no UPLC-
DAD (CESCA, 2010).

4.6.2.3 Fracdo etanolica

Primeiramente, foi determinado o residuo seco da fracdo etandlica através da balanca
de umidade Shimadzu® (Moisture balance MOC-120H). Foram pipetados 2 mL da amostra e
transferido para o recipiente de papel aluminio e prosseguiu a analise a temperatura de 105°C
(BRASIL, 2010). O papel aluminio contendo o residuo seco foi lavado cuidadosamente com
10 ml de metanol resultando em uma concentragdo de 4,3 mg/mL. Essa solucéo foi filtrada
com filtro millipore® com porosidade 0,20 um e injetada no cromatdgrafo.

4.6.3 Preparacéo das soluc6es dos padroes

As solucBes-estoque de cada padrdo foram preparadas individualmente por pesagem e
dissolucdo adequada dos compostos em metanol seguida de sonica¢do em banho de ultrassom
até completa homogeneidade. A solu¢do-mae dos padrfes teve concentracédo final de 2,3; 2,0

e 1,5 mg/mL para miricetrina, quercitrina e amentoflavona, respectivamente. Partindo dessas
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solucBes concentradas, foram feitas as diluicGes necessarias para obter os pontos da curva de
calibracdo, conforme o esquema da Figura 10.

Figura 10 - Esquema de preparacdo das solucBes de trabalho a partir da solucdo-mae para obter a

curva padréo

Amentoflavona: 1, Smg/mlL

2

58 b4 A

5 pg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL  30pg/mL 40pg/mL. S0pg/mL

)
Miricetrina: 2,3 mg/mL
Solugio-mie | Quercitrina: 2,0 mg/mlL

Fonte: Dados da pesquisa.
4.6.4 Anélise qualitativa do EB digesto

Os picos cromatograficos foram confirmados por comparacdo dos tempos de retencao
dos flavonoides presentes no extrato com as dos padroes de referéncia. Foram utilizados trés
padres: quercitrina (pureza 98,5%, Extrasynthese®), miricetrina (pureza 99,00%,
Extrasynthese®), amentoflavona (pureza 99,00%, Extrasynthese®). Para confirmar a presenca
dessas substancias, os padrdes foram adicionados ao EB de T. occidentalis. Para isso, foram
preparadas as solugcdes-amostras a partir das solucdes-maes previamente obtidas conforme
descrito anteriormente nas secdes 4.6.2.2 e 4.6.3. O procedimento consistiu em enriquecer
com a solucédo de cada padrdo a solucdo do extrato, utilizando um baldo volumétrico de 5 mL.
Este ensaio também serviu para verificar a influéncia da matriz vegetal sobre o método
analitico (FUCINA, 2012; DUTRA, 2013).

4.6.5 Parametros da validacao
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Devido a escassez dos outros padrfes para essa etapa do estudo, apenas a quercitrina
foi utilizada como marcador para a validacdo analitica do EB de T. occidentalis.

4.6.5.1 Linearidade e Curva analitica

A linearidade do método proposto foi avaliada por meio da construcdo da curva
analitica, em triplicata, com seis niveis de concentragdo da solucdo-padrdo em metanol. As
concentragdes de 5; 10; 20; 30; 40 e 50 pg/mL foram obtidas a partir da dilui¢do da solucgéo-
mée em baldo volumétrico de 5mL (Tabela 4). A determinacdo quantitativa do analito seguiu
os intervalos de 25 a 250% da concentracdo teodrica do teste. Tais concentracdes foram
baseadas em estudos realizados por Alves (2014) com a mesma espécie de planta. Os
resultados obtidos foram tratados estatisticamente por célculos de regressdo linear pelo
método dos minimos quadrados e considerados satisfatdrias as curvas cuja correlagdo linear
(R?) tenha sido de no minimo 0,99 (BRASIL, 2003; USP, 2016). O teor dos flavonoides foi
calculado em relacdo a equacdo da reta obtida através da curva de calibragcdo. A analise
estatistica dos dados e os célculos foram realizados pelo software Microsoft Office Excel®

2010.

Tabela 4 - Dados da linearidade do método para o EB de T. occidentalis

Bal&do volumétrico Concentracgdo do Concentracdo em
de5mL* padréo adicionado %
(pg/mL)
1 5 25
2 10 50
3 20 100
4 30 150
5 40 200
6 50 250

(*) Teste realizado em triplicata
Fonte: Dados da pesquisa

4.6.5.2 Especificidade/Seletividade

A especificidade e a seletividade do método foram avaliadas comparando os perfis
cromatograficos da amostra com os do padrdo através do detector PDA, o qual permitiu

acompanhar a presenca de possiveis interferentes no tempo de retencdo dos marcadores.
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4.6.5.3 Precisao

A precisdo foi realizada através da andlise da solugdo-amostra, sendo avaliada em
termo de repetibilidade ou ensaio intra-dia, a qual representa a concordancia entre 0s
resultados dentro de um curto periodo de tempo, com o mesmo analista e mesma
instrumentacdo. O ensaio foi realizado com quantificacdo das solugfes amostras considerando
o0s niveis de 50, 100 e 150%. Para isso, foram preparadas solu¢Ges do EB nas concentracbes
de 500, 1000 ¢ 1500 upg/mL, respectivamente. Os resultados foram expressos como
coeficiente de variacdo (CV%) (Equacdo 5), para o qual ndo se admite valores superiores a
5%. O método deve ser capaz de representar o grau de concordancia entre os resultados de
medicOes sucessivas de uma mesma amostra em uma mesma concentracdo do analito
(BRASIL, 2003).

Para a determinacdo da precisdo intermediaria, o experimento foi realizado conforme a
repetibilidade em um segundo dia, pelo mesmo analista sob as mesmas condigdes
instrumentais e cromatograficas. O célculo da precisdo intermediéria foi realizado estimando-
se o coeficiente de variancia das determinagdes para cada nivel nos dias 1 e 2 empregando

como método estatistico a ANOVA.

4.6.5.4 Exatiddo

A exatiddao do método foi realizada pela analise da amostra em trés niveis crescentes
de concentragdes: 50%, 100% e 150% da concentragéo-teste, o que corresponde a 10 pg/mlL,
20 pg/mL e 30 pg/mL, respectivamente. As solugdes assim preparadas foram filtradas e
injetadas para analise. Estes valores foram escolhidos por estar dentro da faixa de trabalho
utilizada (5 a 50 pg/mL). A exatidao foi expressa pela relagdo entre a concentragdo média
determinada experimentalmente e a concentracdo teoérica correspondente, conforme a

Equacdo 6, pela recuperacdo média do marcador, usando o software Excel® 2010.

4.6.5.5 Robustez

O ensaio da robustez foi conduzido, fazendo leves modificacfes em alguns parametros,
tais como alteracdo na temperatura de analise (30; 31 e 32°C) e modificacdo do pH da fase
movel (2,8; 3,0 e 3,2). O experimento foi conduzido em triplicata da solugdo amostra com

concentragéo de 500 pg/mL.
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4.6.5.6 Andlises estatisticas

Os valores obtidos foram expressos em termos de média = coeficiente de variacao
(CV%). Para cada parametro avaliado, foi determinado um CV% menor ou igual a 5%
(BRASIL, 2003). As diferencas entre as médias foram tratadas estatisticamente por meio da
ANOVA One-Way ou Two-Way, quando aplicavel, com um nivel de significancia de 95%. Os
valores de p < 0,05 foram considerados significativos (ALVES, 2014). O teste estatistico
basico usado pela ANOVA ¢ o F, este por sua vez é definido como a razdo entre as duas
variancias das amostras analisadas. O teste estatistico F é calculado e comparado com o valor
critico de F em um determinado nivel de confianga. Quando o F¢y € menor que 0 Fp Significa
gue ndo hé diferenca estatistica entre os valores (SKOOG et al., 2007). As analises dos dados

foram realizadas com o auxilio do software Microsoft Office Excel® 2010.

4.7 PREPARACAO DA FORMA FARMACEUTICA GEL CONTENDO A TINTURA DE

T. occidentalis

O gel base da formulagdo foi preparado através do método de dispersdo. Em
aproximadamente 2/3 de agua purificada, foi solubilizado o cloreto de sodio e adicionado 0s
conservantes (metil e propilparabeno), previamente dispersos em propilenoglicol. Apds
homogeneizacdo, sob agitagdo mecénica, utilizando hélice dentada, com velocidade de
rotacdo de 300 rpm, foi acrescentado lentamente o Carbopol® 940 e, em seguida, 0 HPMC. A
mistura foi deixada em repouso por intervalo de 10 min para o intumescimento dos polimeros
e retomando a agitacdo a 600 rpm até completa dispersdo e hidratacdo dos polimeros. O
procedimento ocorreu sem aquecimento e com duracdo aproximada de 30 min.

A gelificacdo do Carbopol® foi realizada através da adicdo do agente alcalinizante
trietanolamina (cerca de 1%, q.s para 4,0-5,5). Ao final, ajustou-se o peso final do gel base
com agua purificada (g.s.p. 100%), deixando-a sob refrigeracdo em repouso por 24 h para
também hidratacdo e dispersdo completa do polimero. Depois desse periodo, pesou-se 0
equivalente a 10% p/p da tintura de T. occidentalis, ajustando o peso final da formulacdo com
a base gel previamente obtida (g.s.p. 100%). O gel foi envasado em bisnaga de aluminio
esmaltada com capacidade de 30 g. A formulagéo descrita anteriormente foi desenvolvida por
Siqueira (2015) e teve a composicdo quali-quantitativa descrita na Tabela 5. A presente
pesquisa obteve lote de bancada de 1 kg.
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Tabela 5 - Composicdo qualitativa e quantitativa da formulagéo gel base

Formulacao Concentracao (%) Funcéo
Carbopol® 940 2,00 Gelificante
HPMC 1,00 Gelificante
Propilenoglicol 10,00 Umectante
Metilparabeno 0,10 Conservante
Propilparabeno 0,01 Conservante
Cloreto de sodio 0,45 Tonicidade
Trietanolamina g.s. pH 4,0-5,5 Alcalinizante
Agua purificada g.s.p. 100,00 Veiculo

Fonte: SIQUEIRA, 2015.
4.7.2 Controles de qualidade fisico-quimico da formulagao
4.7.2.1 Aspectos macroscopicos e caracteristicas organolépticas

Apb6s 24 horas da preparagdo, a formulagdo foi avaliada visualmente quanto aos
parametros de aspecto, cor, odor, brilho e homogeneidade. O teste foi realizado através da
inspecdo visual e percepcdo direta de uma amostra de 5 g da formulacdo colocada em um
vidro de reldgio transparente, e este foi colocado contra a luz para melhor visualizagdo das

caracteristicas do gel.
4.7.2.2 Peso médio

Foi realizado conforme o método recomendado pela Farmacopeia Brasileira, da 5?
edicdo de 2010 para produtos acondicionados em recipientes para doses mdltiplas, o teste
permite verificar a homogeneidade no envase dos semissolidos. Foram pesadas,
individualmente, 6 unidades, e em seguida, removeu-se todo o contetdo. Posteriormente, 0s
respectivos recipientes foram lavados. Depois de secos, pesaram-se as embalagens
novamente. A diferenca entre as duas pesagens representa o peso do contetdo. Determinou-se

0 peso médio do contetido das 6 unidades.
4.7.2.3 Determinacéo do pH
O pH das formulagdes foi verificado utilizando um pHmetro digital (Micronal®). O

equipamento foi previamente calibrado com solugfes tampéo de pH 4,0 e 7,0. Foi realizada

uma analise de pH direta, sem diluicdo da amostra, em triplicata. Devido a viscosidade do gel,
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para cada analise, um tempo de repouso foi preconizado de 3 a 5 min, objetivando a troca
ibnica satisfatoria para medida do pH nas amostras.

4.7.2.4 Ensaios de reologia e viscosidade

As propriedades reoldgicas e a viscosidade das formulagBes foram avaliadas com
auxilio de viscosimetro rotativo da marca Rheology International®. Procederam-se as analises
utilizando 30 gramas das amostras e spindle ASTM 7. As medidas foram analisadas a
velocidades de rotagdo progressivamente mais altas (10-100 rpm com variacdo em intervalo
de 1 minuto de 10 em 10 rpm) para obter-se a curva ascendente, e o procedimento foi repetido
no sentido inverso com velocidades progressivamente mais baixas (100-10 rpm), para obter-
se a curva descendente. Os graficos obtidos relacionaram valores de velocidade de
cisalhamento (1/s), no eixo das abscissas, com os valores de tensdo de cisalhamento (N/m?) e
viscosidade (Pa.s), no eixo das ordenadas.

4.7.2.5 Determinacdo da espalhabilidade

Para a determinacdo da espalhabilidade, empregou-se 0 método das placas paralelas,
adaptado de Borghetti e Knorst (2006). O procedimento foi realizado em triplicata, utilizando
um molde circular com orificio central de 2 cm de didmetro e altura de 0,6 cm, que foi
colocado sobre uma placa de vidro (20 cm x 20 cm) posicionado sobre uma folha de papel
milimetrado. Cada amostra analisada foi introduzida no molde circular e a superficie nivelada
com uma espatula. Em seguida, o molde foi cuidadosamente retirado da placa e uma nova
placa de vidro de peso pré-determinado foi colocada sobre a amostra. Apds o intervalo de um
minuto, foi calculada a superficie abrangida, pela medicdo do diametro no eixo vertical e
horizontal com o auxilio da escala do papel milimetrado e da régua.

Posteriormente, foi calculado o diametro médio. Este procedimento foi repetido
sucessivamente, acrescentando-se novas placas em intervalos de um minuto, registrando-se a
cada determinacgdo a superficie abrangida pela amostra e o peso da placa adicionada até um
nimero maximo de 10 placas. Os resultados foram expressos como o espalhabilidade (Ei) da
amostra em funcdo do peso aplicado & temperatura ambiente, de acordo com a equagéo a

sequir.
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i T (Eq.7)

Em que,
Ei = espalhabilidade da amostra (cm?);

d = diametro médio (cm)

A espalhabilidade maxima foi considerada como o ponto no qual a adi¢do de peso ndo
ocasionou alteragOes significativas nos valores da espalhabilidade, enquanto que o esforgo

limite corresponde ao peso que resulta na espalhabilidade maxima.

4.7.2.6 Avaliagdo bioadesiva in vitro

O potencial bioadesivo da formulacdo desenvolvida foi avaliada através da
comparagdo com o gel de Kronel®, comercializado (gel vaginal 30 mg/g — Hebron®) e com o
gel base por um método in vitro adaptado de Bachhav e Patravale (2009). Para esse estudo,
foi pesado 1g da amostra sobre uma placa de 4 cm de didmetro previamente montada com
agar sabouraud a 6,35%, p/p. Em seguida, essa placa foi ligada a um aparelho de teste de
desintegracdo USP (Figura 11), contendo uma solucdo de tampédo fosfato de citrato pH 4,0
para simular o ambiente vaginal . A placa foi imersa diversas vezes na solucdo tampdo a 37 *
1°C. A cada 10 minutos, a placa era retirada e seu peso era aferido na balanca analitica. Esse
processo foi realizado até o tempo estabelecido de 60 min. O procedimento foi realizado em

triplicata para cada tipo de amostra.
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Figura 11 - Aparato utilizado para o estudo da bioades&o in vitro

Amostra

( - Placa de agar

Tampio fosfato de citrato pH 4,0

4=—— Aparato de teste de desintegragio USP

Fonte: Adaptado de BACHHAYV e PATRAVALE, 2009.

4.8 ADAPTACOES DO METODO ANALITICO PARA O DOSEAMENTO DA FORMA
FARMACEUTICA POR CLAE

Para o doseamento da forma farmacéutica, foram realizados ajustes no método
utilizado para o doseamento do marcador (quercitrina) na tintura. Nesta etapa, 0s pontos
criticos analisados foram a otimizacdo do método em relacdo ao tempo de analise e ao
processo da “quebra” da malha polimérica, que permitisse a quantificacdo reprodutivel do
marcador presentes nas amostras. O tratamento das amostras do gel para as analises
cromatograficas foram baseadas nas condicGes estudadas por Siqueira (2015), conforme a

secdo 4.8.2.
4.8.1 Condicdes cromatogréficas para analise da forma farmacéutica

Para 0 doseamento do gel, as amostras foram obtidas e analisadas em cromatografo
liquido Shimadzu® Prominence LC-20 AT, equipado com detector de arranjo de diodo
(DAD). Para tal, utilizou-se uma coluna de fase reversa Ascentis® C18 (250 x 4,6 mm x
5um), mantida a 32 °C e o volume de injegdo das amostras foi de 20 uL. A fase movel foi
composta por solucdo de acido acetico a 0,3% (v/v) com pH 3,1 (A), preparada conforme a
secdo 4.5.2 e metanol (B) a um fluxo de 0,8 mL/min. O gradiente de distribuicdo do método
esta ilustrado na Tabela 6, com monitoramento dos seguintes comprimentos de onda 255 e
345 nm.
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Tabela 6 - Gradiente de eluicdo da fase mdvel para anélise da formulagdo de T. occidentalis

Tempo (min) % A % B
01,0 80 20
16,0 50 50
20,0 50 50
23,0 05 95
28,0 05 95
29,0 25 75
40,0 80 20

Legenda: %A: porcentagem da fase mével A composta por dgua acidificada e %B: porcentagem da
fase mdvel B composta por metanol
Fonte: Dados da pesquisa.

4.8.2 Preparacao das soluces amostras para as analises qualitativa e quantitativa do gel

Para o preparo das amostras, pesaram-se 10 g da formulacdo em um béquer, no qual
foi adicionada uma solucdo de &cido cloridrico (HCI) a 0,5% (v/v) (o equivalente a 30% do
volume do baldo). Apds a homogeneizacdo, as amostras foram transferidas para um baldo
volumeétrico de 25 mL e sonicadas no periodo de 30 min. Depois dessa etapa, foi adicionada
uma parte do metanol grau HPLC, e as amostras foram novamente sonicadas por 15 min,
seguido de afericdo com o mesmo solvente. As amostras preparadas foram filtradas
inicialmente com filtro de papel (Unifil®, faixa preta, 125 mm) e, em seguida, com filtro
chromafil® Xtra PVDF de 0,20 pum e injetadas no CLAE-DAD para anélise.

A identificacdo do pico majoritario foi realizada por compara¢do do tempo de retencdo
da quercitrina padrao, a partir da qual foi quantificada, utilizando uma curva de calibracdo nas
concentragcdes de 5, 10, 20, 30, 40 e 50 pg/mL. O teor do marcador na formulacdo foi
calculado utilizando a equacdo da reta obtida através da curva de calibragdo previamente
obtida.

4.9 ESTUDO DE ESTABILIDADE PRELIMINAR DA FORMULACAO
Ap0s 24 horas da incorporacdo da tintura de T. occidentalis ao gel base, a formulacao

foi submetida aos ensaios prévios de estabilidade, empregando os testes de centrifugacdo e do

estresse termico com o objetivo de observar possiveis alteragoes.
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4.9.1 Teste de centrifugacéo

A formulacéo foi avaliada quanto a resisténcia fisica, sendo submetida a condi¢des de
estresse mecanico através da centrifugacdo (Centrifuge Edutec EEQ-9004H-2). Em tubos de
ensaio para centrifuga, foram pesados cerca de 5 g da amostra. O ensaio foi realizado em
triplicata nas seguintes condigdes experimentais: temperatura ambiente (25 = 2°C) e
velocidades de rotacdo de 3000 rpm durante 30 minutos. Ao término do teste, as amostras
foram avaliadas visualmente em relacdo a presenca de precipitados e separacdo de fases
(BRASIL, 2004).

4.9.2 Teste do estresse térmico

O gel de T. occidentalis foi avaliado frente a variagfes extremas de temperatura. Para
isto, as amostras acondicionadas em bisnagas de aluminio foram submetidas a seis ciclos
alternados de resfriamento e aquecimento, permanecendo por 24 horas a 45 + 2°C em estufa
(Ethikthechnology®) seguido de 24 horas a 5 + 2°C em geladeira (Geladeira Consul®) durante
doze dias. Em paralelo, outras trés amostras permaneceram em temperatura ambiente 25 +
2°C, condicOes em que sdo esperadas as menores alteragdes (BRASIL, 2004). As amostras
foram avaliadas no tempo zero (24 h apds a preparacdo) e no tempo de 12 dias, em triplicata,
as quais foram analisadas quanto as caracteristicas organolépticas, valor de pH, viscosidade,
espalhabilidade e mucoadesividade, conforme metodologias descritas anteriormente.

Para verificar a perda de peso das amostras de géis ap6s o estudo de estabilidade

preliminar, foi utilizada a equacdo a seguir:

Perda de peso = (m1 — m2/m1) x 100 (Eq. 8)

Em que, a perda de peso € igual a massa ou desgaste em %
m1 = peso da amostras no tempo zero (To) (g);

m2 = peso da amostra no momento da avaliagéo (Q)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONTROLE DE QUALIDADE FiSICO-QUIMICO DA TINTURA DE T. occidentalis

Os resultados para os testes da densidade relativa, pH, residuo seco e teor alcoolico
para a tintura obtida a partir das partes aeras de T. occidentalis estdo expostos na Tabela 7.
Todos esses testes fazem parte da caracterizacdo fisico-quimica exigida pela RDC 14 de 2010
para os derivados da planta. Sabe-se que os controles de producédo de fitoterapicos abrangem
desde a matéria-prima que inclui a planta ou seu derivado até o0 medicamento. Sendo que esta
producdo deve seguir as Boas Préaticas de Producdo e Controle (BPFC) regulamentada pela
RDC 17 de 2010. No caso do produto final, o controle varia de acordo com a forma
farmacéutica, mas sempre devera ser avaliada a integridade e a estabilidade do produto, assim
como a dosagem do(s) marcador (es) presentes no vegetal (BRASIL, 2010). Este Gltimo

assunto serd discutidos mais adiante.

Tabela 7 - Densidade relativa, pH, residuo seco e teor alcodlico da tintura de T. occidentalis

Resultados
Testes Média + CV%*
Densidade relativa a 20°C (g/mL) 0,90 £ 0,02
pH 5,58 +0,17
Residuo seco (% p/v) 3,15+1,98
Teor alcéolico a 25°C (°GL) 67 +0, 37

*)n=3
Fonte: Dados da pesquisa.

Observando os dados da Tabela 7, o valor encontrado para a densidade relativa foi
0,90 g/mL, mantendo-se dentro do limite preconizado para tinturas que é de 0,891 a 0,914
g/mL, conforme a Farmacopeia Brasileira (2010). O pH encontrado para a tintura foi de 5,58,
caracterizando-se como pouco &cida, mostrando-se compativel aos demais componentes da
formulacdo de gel no qual foi incorporada. O titulo etandlico da preparacdo foi de 67° GL a
25 °C e o residuo seco (RS) obtido a 105°C foi expresso em percentual de 3,15 % (p/v),
superior ao valor minimo aceitavel de 1,30% para a tintura em questido (CASTELLON et al.,
2000). Este parametro é fundamental, pois permite visualizar o potencial de extracdo do
liquido extrator, determinando, na verdade, a quantidade de substancias extraidas da planta
através da eliminacdo do solvente. Além disso, esse dado é indicativo da concentracdo da
tintura de T. occidentalis e implica no alcance da eficacia de formulacGes fitoterapicas, ja que
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pode haver relacdo entre a quantidade de residuo seco e teor de flavonoides extraido do
vegetal (BORELLA et al., 2010). Os resultados deste trabalho em relacdo a qualidade da
tintura foram semelhantes aos obtidos pela tintura padronizada por Alves (2014) e em estudos
realizados por Castellon e colaboradores (2000) com a mesma espécie.

Estes ensaios séo de grande importancia para assegurar a qualidade da tintura obtida e
atender a especificacbes pré-estabelecida. A andlise destes parametros podem oferecer
informacbes quanto a estabilidade e armazenamento desses produtos, uma vez que as
alteracdes nestes valores podem indicar mudancas fisico-quimicas induzindo a perda de sua
atividade. Além disso, a avaliacdo destas caracteristicas é importante para garantir a
reprodutibilidade dos resultados dos testes empregando estas preparagdes, pois alteracdes no
modo de extracdo, qualidade da matéria-prima, conservagdo, dentre outros fatores podem

comprometer as propriedades da solucdo (MIGLIATO et al., 2007).

5.2 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA O
DOSEAMENTO DA QUERCITRINA NA TINTURA DE T. occidentalis POR CLAE

As modificagdes no método de Alves (2014) foram necessarias, principalmente, para a
tintura, visto que a quercitrina ndo apresentava pureza de pico e 0s demais parametros
cromatograficos estavam levemente comprometidos. Assim, as condicBes analiticas descritas
na secdo 4.5.1 estabelecidas para o doseamento da tintura de T. occidentalis resultou no perfil
cromatografico apresentado pela Figura 12C. E possivel observar a presenca de 3 picos
majoritarios em 14,9, 17,5 e 21,5 minutos, o segundo pico corresponde a quercitrina com
resolucdo superior a 4,0. O método desenvolvido demostrou eficiéncia com pratos tedricos >
20000 tanto para as analises com o padrdo como para as amostras, assim como boa
reprodutibilidade em injecdes repetidas, sem problemas de alteracdo de presséo. A sequéncia
de corridas cromatogréaficas realizadas para avaliar a adequabilidade do sistema para a
quantificacdo do marcador na tintura apresentou um CV < 2,0% entre as areas obtidas pelas
injecdes da solucdo padrdo e CV igual a 2,48% para as soluces da amostra. O indice de
pureza do pico do marcador, medido pelo detector de arranjo de diodos foi igual a 1,0,
evidenciando a seletividade do método. Tentativas de diminuir o tempo de andlise foram
realizadas com sucesso, obtendo um tempo maximo de 35 min com uma boa estabiliza¢do do
sistema.

A adequabilidade do sistema ficou comprovada através da analise dos parametros

acima, mas também foram levados em consideracdo os fatores caudais (assimetria-T) que
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apresentaram valores < 1,0 para o padrdo e amostra. Além disso, os valores para o fator de
retencdo (k) do composto foram > 4,0 nas amostras analisadas. Esses dados estdo de acordo
com os exigidos pelo FDA que recomendam um fator de cauda <2 e um k > 2 (FDA, 2000).

O desenvolvimento de um método de analise por CLAE para o controle de qualidade
de matrizes vegetais é bastante dificil, assim, a confiabilidade dos resultados é alcangada
através da sua validacdo que deve ser planejada e executada com cuidado para garantir
resultados seguros. Desta forma, o primeiro parametro avaliado foi a seletividade e
especificidade, que sdo importantes para assegurar a identidade do pico cromatografico,
garantido que a resposta seja exclusiva do composto de interesse sem que esta seja afetada
pela presenca dos demais metabdlitos secundarios e/ou outros interferentes presentes na
amostra. Uma vez que a seletividade ndo é assegurada, os outros parametros da validacao
também estardo comprometidos (CESCA, 2010).

A especificidade pode ser observada pela comparacdo do perfil cromatogréfico do
solvente (“branco”) (Figura 12A), com a solugdo do padrdo (Figura 12B) e com a solucéo
amostra (Figura 12C). Através desses cromatogramas € possivel notar a auséncia de
interferentes, principalmente, pela analise do cromatograma do “branco”, no qual ndo se
detectou absorcdo no tempo de retengédo correspondente ao pico da quercitrina. Isto significa
que o solvente ou a fase mével ndo interfere com os constituintes da tintura. Além do mais, 0
método foi capaz identificar e mensurar o composto de interesse mesmo na presenca de outros
componentes da matriz vegetal e ainda demonstrou resolucdo adequada com boa separacdo
para o pico da quercitrina (separacdo > 1,0). Desta forma, o método de é realmente seletivo e

especifico para o analito em questao.



Figura 12 - Perfil cromatografico em 255nm: do branco (A), da amostra-padrédo (B) e da tintura de

T. occidentalis (C)
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5.2.1 Linearidade

A linearidade foi determinada com a elaboracgdo de trés curvas analiticas pelo método
de padronizacdo externa com seis niveis de concentracdo, a partir das quais uma curva média
foi obtida (Figura 13). A analise por ANOVA comprovou que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as trés curvas com o valor de F¢y (0,000952) muito inferior
a0 Fup (3,68232), esses dados foram confirmados pelo valor de p > 0,05. Os resultados
obtidos na avaliacdo da linearidade demonstraram que a solucdo de quercitrina padrdo
apresentou correlacdo linear entre as areas dos picos e as concentra¢des no intervalo utilizado
(5,0 a 40 pg/mL). A Figura 13 ilustra o grafico de concentracdo versus as areas
correspondentes e mostra boa linearidade com coeficiente de correlagdo (R?) superior a 0,99,
ou seja, em conformidade com os critérios pré-estabelecidos pela ANVISA. O R? permite
estimar a qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo a 1,0, menor a dispersdo do
conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressdo estimados
(KAEFER et al., 2015).

Figura 13 - Representacdo gréafica da linearidade obtida para a tintura de T. occidentallis
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Para comprovar a linearidade, também foi realizada uma analise da variancia sobre os
valores de areas absolutas da curva de calibragéo, resultando em um F¢,c (7800,86) muito

superior ao Fyp, (2,533), demonstrando elevada significancia do modelo linear. Além disso, o
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valor de p < 0,05 se ajusta bem aos dados, confirmando a inclinagéo da reta. Desta forma,
pode-se afirmar que a curva analitica possui uma relagdo linear fortemente positiva, onde a
influéncia € tal que tende a aumentar a area conforme aumenta a concentracdo do marcador
(CASSIANO et al., 2009). Outra maneira de avaliar a qualidade da curva de calibracdo foi
estimando a precisdo e a exatiddo dos niveis de concentracdo para a quercitrina. A precisao
apresentou valores de CV < 1,759% enquanto que a exatiddo variou entre 97,4 e 103,7%
(Tabela 8). Esses resultados foram considerados satisfatorios tendo em vista a variacdes de até

5% sdo aceitaveis.

Tabela 8 - Valores de precisao e exatiddo obtidos para cada nivel de concentracdo da curva analitica

Nivel de concentracéo Média da concentragao Precisdo Exatidao
tedrico (ug/mL) para cada nivel (ug/mL) (CV%) (%)

5 5,186 0,938 103,738
10 10,298 0,763 102,980
20 19,891 1,184 99,459
25 24,366 1,328 97,446
30 29,617 1,176 98,724
40 40,638 1,759 101,596

Legenda: CV% = coeficiente de variacdo; % = porcentagem
Fonte: Dados da Pesquisa.

Apds a elaboracdo da curva analitica pela analise da regressao linear foram calculados
os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) para quercitrina. O LD avalia a menor
concentracdo do analito presente numa amostra que pode ser detectada, mas nao
necessariamente quantificada (BRASIL, 2003). Através da analise dos resultados obtidos
verificou-se que o DP contém o valor de 15655,54 e o IC de 72612,67. Por substituicdo dos
dados na Equacéo 9, conclui-se que o valor do limite de deteccéo é de 0,646 pg/mL. O LQ, no
entanto, avalia a menor concentracdo de analito presente numa amostra que pode ser
detectada e quantificada com precisdo e exatiddo (BRASIL, 2003). O LQ foi calculado por
substituicdo dos dados obtidos para DP e IC citados anteriormente na Equagédo 10 verificando
o limite de quantificacdo de 2,156 pg/mL. Os resultados obtidos demostram boa sensibilidade

do método proposto.
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Do DPx3 (Eq. 9)
T IC
DP x 10 (Eq. 10)
Q=—1¢

Em que:

DP = Desvio padrédo do intercepto com o eixo y

IC = Inclinagdo da curva de calibragéo

Utilizando a equacdo obtida a partir do modelo linear foi possivel calcular a
concetragdo do marcador na solugdo amostra que apresentou cerca de 25,52 pg/mL. O valor
de quercitrina no RS foi de 26,56 mg/g e na tintura hidroalcoolica foi de 0,836 mg/mL. Uma
quantidade um pouco maior do que a encontrada por Alves (2014) que foi de 24,35 pg/mL,
isso é justificado pelos diferentes periodos de coleta do material vegetal entre os dois
trabalhos. Segundo os resultados da autora a concentracao de flavonoides no més de setembro

é superior ao de outubro.

5.2.2 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada por meio da obtencdo da porcentagem de
recuperacdo média avaliada em trés niveis de concentracfes em triplicata. A determinacdo da
recuperacdo do marcador foi realizada através da sua quantificacdo na matriz em estudo e 0s
valores obtidos encontram-se descritos na Tabela 9. O resultado final das anélises de cada
amostra foi representado pela média dos dados obtidos no experimento, sendo que as
concentragcfes foram expressas em porcentagem de recuperacdo para cada nivel analisado. O
grau de recuperacao variou entre 100,795 e 103,805%, a RE 899/2003, ndo estabelece uma
faixa de recuperacdo nem para métodos analiticos nem bioanaliticos, mas recomenda que 0s
testes apresentem precisdo (CV) de até 20% entre as replicatas de cada conjunto dos testes
bioanaliticos (BRASIL, 2003). Diversos autores tem considerados boa a recuperacdo de
metabdlitos secundarios entre 70 e 120% devido a complexidade das matrizes (MACHADO,
2011; BERTOLDI et al., 2016; CELEGHINI et al., 2009; FERNANDES et al., 2015;
RIBANI et al., 2004). Fucina (2012), no entanto, adotou os limites de 90 a 110% em seu
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estudo. Considerando estes extremos, o método desenvolvido por este trabalho apresentou um
bom resultado.

Machado (2011) estudou a concentragdo da quercitrina no extrato fluido das partes
areas da Copaifera langsdorffii e obteve recuperacdo inferior a 95% para todos os niveis de
concentracdo. Vechia e colaboradores (2016) também relataram recuperacgdo entre 93-108%
para 0 mesmo marcador no extrato fluido da espécie Solidago chilensis Meyen a 70%. Do
mesmo modo, Silva (2016) otimizou e validou a metodologia analitica por CLAE-DAD para
identificar e quantificar acidos fenolicos e flavonoides em extratos de coprodutos
agroindustriais e nos ensaios de exatiddo apresentou na maioria dos seus resultados
recuperagdo acima de 110% com muitos resultados superiores a 120%. Tais acontecimentos
justificam-se pela natureza dessas matrizes, nas quais esta presente uma grande variedade de
compostos que podem sofrer alteracdes dependendo da amostragem ou procedimento de

extragéo.

Tabela 9 - Recuperacdo da quercitrina em amostras da tintura de T. occidentalis no ensaio de exatidao

Amostra Nivel Concentracao Rec (%) Rec (%) DP CV%
(%) (ng/mL) Média

1 20,613 103,065
2 80 20,977 104,886 103,805 0,957 0,922
3 20,692 103,463
1 25,423 101,693
2 100 25,743 102,974 102,974 1,281 1,244
3 26,064 104,256
1 30,035 100,388
2 120 30,311 101,311 100,795 0,471 0,467
3 30,124 100,686

Legenda: Rec (%) = recuperacao; CV% = coeficiente de variacdo; DP = Desvio-padrio
Fonte: Dados da Pesquisa.

5.2.3 Precisao

O ensaio da precisdo foi realizado com a solugdo amostra da tintura preparada em
sextuplicata na concentracao-teste (25 pug/mL). Observando os resultados presentes na Tabela
10 e fazendo uma andlise dos CV% para as determinacGes intra-dia, pode-se afirmar que o

método apresentou um adequado grau de concordancia, pois 0s valores obtidos estdo dentro
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dos critérios estabelecidos pela ANVISA (BRASIL, 2003). Isto significa que todos o0s
coeficientes de variacdo ficaram abaixo dos 15% que é o preconizado para 0S ensaios
bioanaliticos, mas também se enquadra no valor de 5% determinado para ensaios analiticos.
Portanto, 0 método esta validado em termos de repetibilidade. As analises de repetibilidade
foram de extrema importancia para garantir a precisdo analitica do método e, portanto,
seguranca e confiabilidade nas variacfes ambientais e analiticas encontradas nas situacfes
reais de ensaio (BRASIL, 2003; ICH, 2011).

Para estudar a precisdo intermedidria do método as amostras foram novamente
preparadas em sextuplicata e analisadas em um segundo dia (dia 2). Com os dados obtidos foi
realizada uma analise ANOVA para verificar se os valores eram afetados pelo fator dia, ou
seja, averiguar se os resultados finais sdo influenciados pelo fato das analises serem
executadas em dias distintos. A Tabela 10 ilustra o valor experimental calculado (1,44) e o
valor critico (4,964) a um nivel de confianca de 95%. Nota-se com isso que o valor
experimental é inferior ao valor critico tabelado, ou seja, a hipdtese nula é aceita, e, portanto,
o fator “dia” ndo afeta os resultados, por isso ndo ha interferéncia na variabilidade dos dados.

Com isso, 0 método encontra-se validado quanto a precisdo intermediéria.

Tabela 10 - Repetibilidade e precisdo intermediaria do método de quantificacdo da quercitrina na
tintura de T. occidentalis realizada em dois dias a 100% da concentracao teste

Dia Conc. média DP CV% Feaic Valor-p Fiab
(Mg/mL)
1 25,310 0,612 2,419
1,44 0,257 4,964
2 25,729 0,596 2,318

Legenda: DP = Desvio-padrao; CV% = coeficiente de variagdo; Fcalc = F calculado; Ftab = F tabelado
Fonte: Dados da Pesquisa.

5.2.4 Robustez

A robustez de um método mede a sensibilidade que este apresenta face a pequenas
variacdes. Desta forma, um método é considerado robusto quando ele ndo é afetado por uma
modificacdo pequena e deliberada em seus pardmetros (USP, 2013). No presente trabalho, a
robustez foi avaliada utilizando a tintura na concentragdo-teste com mudangas na temperatura
e no pH da fase mdvel. Dentre as variacGes analisadas, a temperatura foi a que promoveu

maior impacto nos parametros cromatograficos, principalmente, no TR e no k> que
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apresentaram Fgy muito superior ao Fip com p < 0,05. Por outro lado, esses parametros néo
foram afetados pela mudanca do pH da fase movel (p > 0,05). Para Snyder, Kirkland e Glajch
(1997) as alteracdes na temperatura influenciam na formacéo do pico e, consequentemente, o
valor do Tr, mas sem alterar a precisdo do método, além disso, cabe ressaltar que as areas e as
concentragdes do marcador ndo demonstraram ser afetadas pelas variagcbes impostas,
apresentando F¢, inferior ao Fip. Agora, foi observado que as areas obtidas para robustez da
temperatura foram maiores que as do pH, possivelmente, isso ocorreu por um erro de
amostragem.

Segundo Lancgas (2012), especialmente em fase reversa, um aumento da temperatura
diminui a viscosidade da fase movel e, portanto, ocasiona uma diminuicdo na retencdo dos
analitos sem perda de eficiéncia da coluna. Isso explica o porqué de tais variacbes sem
interferéncia na quantificacdo da quercitrina. De acordo com 0 mesmo autor, a temperatura
também influencia os valores do k’, isso foi verificado por este trabalho. No entanto, 0 FDA
recomenda que k> > 2 é o ideal para métodos quantitativos, desta forma, foi visto que a
variacdo de + 1°C na temperatura de analise ndo prejudicou esse parametro, uma vez que 0S
valores obtidos para k> foram maiores do que 4. Alem disso, a Rs (> 4) e o fator de calda
(T<1) mantiveram-se dentro do esperado em cada condicéao de teste.

Vechia e colaboradores (2016) também relataram em seu estudo de validagdo por
CLAE com a espécie S. chilensis que o tempo de retengdo da quercitrina sofreu modificacoes
guando método sofreu alteracdo, resultando em um coeficiente de variacdo de 33%. Da
mesma forma Cesca (2010) observou que mudancas na temperarura, pH e fluxo do método
resultaram em F¢, superiores ao Fip para a quantificacdo de flavonoides no extrato seco da
Aleurites moluccana. Comparando com esses trabalhos, o0 método otimizado foi considerado
satisfatorio quanto a determinacao quantitativa da quercitrina na tintura hidroalcodlica.

Conforme ilustrado na Tabela 11, estatisticamente, a maioria das variacGes impostas
no método ndo proporcionou diferenca significativa, com valores de p > 0,05, e CV% para
todos os parametros cromatograficos menores do que 5,0%, mostrando que o método pode ser

considerado robusto frente a pequenas e deliberadas variacoes.
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Tabela 11 - Andlise estatistica do ensaio de robustez do método para quantificacdo da quercitrina na
tintura de T. occidentalis

Parametros Média + CV%
Area TR (min) K’ T Conc. (ug/mL)
Temperatura (°C)
31 1839569+1,05 17,83+0,39 5,04+0,22 0,88+1,18 2581+1,02
32 1834687+093 1762+0,09 495+085 0,89+3,66 2596+0,77
33 1831987+1,41 1737+0,06 4,92+065 0,89+0,57 2599+1,38
Feaic 0,35 86,81 11,19 0,82 0,35
Valor-p p > 0,05 p <0,05 p <0,05 p > 0,05 p > 0,05
Ftan 5,14 5,14 5,14 5,14 5,14
pH da fase movel
2,9 1808009+0,553 17,70+0,78 494+0,25 0,89+0,42 2563+0,52
3,1 1815749+127 1762+0,09 496+0,06 0,88+0,06 2574+1.24
3,3 1810435+0,76 17,77+0,04 4,89+1,02 0,89+0,83 25,67+0,74
Featc 0,171 3,830 3,807 3,30 0,171
Valor-p p>0,05 p>0,05 p>0,05 p > 0,05 p > 0,05
Ftan 5,143 5,143 5,143 5,143 5,143

Legenda: CV% = coeficiente de variacdo; Fcalc = Fcalculado, Ftab = F tabelado; TR = tempo de
retencdo; k’= fator de retengao; T = fator de calda
Fonte: Dados da Pesquisa.

5.3 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA O
DOSEAMENTO DE FLAVONOIDES PRESENTES NO EXTRATO BRUTO DE T.
occidentalis POR CLAE

Buscou-se através das modificagdes do processo analitico qualiquantitativo, um
método que demonstrasse um perfil cromatografico satisfatério do EB de T. occidentalis para
que fosse possivel comparar, qualificar e quantificar os compostos presentes nesta preparacao.
Foram realizadas diversas analises por CLAE, testando diferentes sistemas gradientes a fim de
obter uma boa separacdo dos flavonoides. Avaliando os cromatogramas foi observado que
uma separacdo satisfatoria de todos os flavonoides foi conseguida utilizando o sistema
gradiente ilustrado pela Tabela 3. Desta forma, este foi o sistema escolhido para ser validado.
No caso de amostras complexas, como 0s extratos e as tinturas vegetais, a separacédo

utilizando o método gradiente permite melhores condicdes de separacdo (MULLER, 2006).
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A escolha do comprimento de onda foi determinada através da analise do EB,
observando as melhores respostas fornecidas pelo método para cada composto pesquisado e
foi visto que os picos com as maiores amplitudes estiveram na faixa de comprimento de onda
de 255 a 345 nm. A figura 14 mostra o perfil cromatografico obtido para o EB neste estudo,
nota-se que o cromatograma apresentou seis picos. Destes, apenas trés foram identificados por
meio da analise qualitativa da amostra e confirmados pelo ensaio da adi¢cdo do padrdo. Os
picos 2, 4 e 6 correspondem a miricetrina, quercitrina e amentoflavona eluindo em
aproximadamente 16,3; 17,4 e 22,6 min respectivamente. Todos 0s picos mencionados
referem-se a flavonoides como ja reportado anteriormente por Alves (2014) em seu estudo
com a mesma especie.

O método adaptado apresentou resultados satisfatérios com boa reprodutibilidade no
perfil cromatografico em injecBGes repetidas e TR’s também reprodutiveis para todos os
marcadores estudados, mostrando-se eficiente e com resolucéo adequada entre 0s picos. Apos
a definicdo e verificacdo das condigdes cromatograficas, a metodologia foi validada, sendo
que a seletividade e a especificidade foram os primeiros parametros estudados também para
esse método.

A seletividade e especificidade do método foram determinadas durante a etapa de
otimizacdo das condi¢des cromatogréficas, selecionando os parametros em que a separacao
dos componentes foi a melhor e a influéncia da interferéncia foi menor. Com o auxilio do
detector PDA foi realizada a comparacdo dos perfis cromatograficos entre o flavonoide da
amostra e o padrdo de referencia. Da mesma forma, o pico da quercitrina no EB também foi
confirmado confrontando os TR‘s do pico da amostra com o do padréo (Figura 15). Nenhum
interferente eluiu no mesmo TR do marcador, apresentando-se separado dos demais
compostos presentes na matriz. Outra maneira de comprovar a seletividade foi realizando o
ensaio de adicdo do padrdo (Figura 16), jA que ndo é possivel obter a matriz isenta da
substancia de interesse. Neste caso, foram adicionadas quantidades conhecidas das
substancias padrdo quercitrina, miricetrina e amentoflavona na amostra e comparada com 0s
cromatogramas do padrdo e da amostra isenta de adicdo (Figura 14). Analisando as trés
respostas, pode-se dizer que ndo hé interferéncia da matriz na determinacéo da substancia de
interesse, pois 0 método foi capaz de identificar cada pico separadamente, mesmo na presenca

de outras substancias de mesma classe, portanto, é considerado especifico e seletivo.



Figura 14 — Perfil cromatografico obtido pela anélise do EB em 345 nm
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Figura 15 - Anélise do padrdo de quercitrina em comprimento de onda de 345nm
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Figura 16 — Perfil cromatografico obtido pelo ensaio de adicdo de padrdo em 345nm
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5.3.1 Linearidade

No que se refere a linearidade, esta foi demostrada pela relacdo proporcional entre as
areas obtidas e as concentragdes correspondentes no intervalo de 5 a 50 ug/mL. A RDC
899/2003 recomenda que o intervalo a ser utilizado para determinagdes quantitativas do
analito em matérias prima ou em formas farmacéuticas seja de 80 a 120% da concentracao
alvo do método com no minimo cinco concentracGes (BRASIL, 2003). Para as analises do
EB optou-se pelo intervalo de 25 a 250% com seis niveis de concentragdo. A Figura 17 ilustra
a equacdo da reta obtida através da analise de regressdo linear e o R? para o ensaio com o EB
e como pode ser evidenciada pela Figura, a linearidade foi confirmada, visto que o R? > 0,99
indica uma fortissima correlacdo linear do método (USP, 2013). Outro elemento importante
para a correspondéncia da linearidade foi o valor de Fgy (71640,31) muito superior ao Fyp
(1,168 x 10°°), demonstrando a elevada significancia do modelo linear. A anélise por ANOVA
também foi realizada neste caso para verificar a semelhanca entre as trés curvas analiticas
obtidas e 0 F¢y (0,0052) foi muito inferior ao Fiyp (3,682), comprovando que ndo houve

diferenca estatistica entre elas (p > 0,05).
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Figura 17 - Representacdo gréafica da linearidade obtida para o padréo quercitrina
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Fonte: Dados da pesquisa.

Aplicando as Equacdes 9 e 10 foram determinados o LD (0,974 ug/mL) e 0 LQ (3,248
pg/mL) para este métdo. Resultados apresentados por Dutra (2013) para o método
desenvolvido para quantificar a isoquercitrina na solucdo extrativa e no extrato seco da
Ipomoea pes-caprae brasiliensis (L.) demonstraram valores semelhante aos desta pesquisa
com LD e LQ iguais a 0,92 e 3,207 pg/mL respectivamente. A concentragdo encontrada para
a quercitrina no EB pelos processos de extracao utilizados foi 26,75 mg/g para maceracéo e
26,62mg/g para a digestdo, enquanto que para a fracdo etandlica foi de 20,53 mg/g. Néo foi
observado diferenca de recuperacdo do marcador em relacdo aos dois processos extrativos,
porém o processo de digestdo € mais préatico, ja que requer menos tempo para sua execuacao,
tornando-se mais vantajoso.

A eliminacdo parcial ou total de solventes dos extratos ou tinturas é justificada pela
maior estabilidade do produto resultante. Para Oliveira e Petrovick (2010) os produtos
vegetais na forma sélida possuem vantagens significativas em relacdo as formas liquidas
convencionais, pois possuem maior estabilidade quimica, fisico-quimica e microbioldgica,
facilidade de padronizacéo, facilidade de transporte, menor espaco e custo de armazenamento
e capacidade de transformacdo em diferentes tipos de formas farmacéuticas solidas.

Entretanto, as condi¢fes de operacdo usadas na secagem e processamento térmico de
extratos e materiais vegetais podem ter um consideravel impacto nas propriedades do produto,

gerando diferentes graus de perda de compostos ativos (SOUSA et al., 2008). Foi o que
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possivelmente ocorreu com a fragdo etandlica que resultou em um menor teor de quercitrina
em relacdo as outras amostras, pois este material passou por duas situacdes de estresse, a
primeira pela evaporacdo do solvente em rotaevaporador sob a temperatura de 50 + 5°C por
aproximadamente 2 horas. A segunda pela secagem em balanca por infravermelho a 105°C.
Devido & complexa composi¢do das substancias vegetais, o tipo de processamento ou o
nimero de etapas de processamento das matérias primas podem influenciar quali-
quantitativamente sua composi¢do final como é o caso dos passos adicionais de purificacao
(SOUSA, 2007).

O processo de extracdo liquido-liquido foi um procedimento de clean up realizado em
virtude do aspecto do material ap6s a evaporacdo do solvente que apresentou uma
consisténcia pegajosa devido a resina oriunda da composicao quimica da espécie estudada.

Em relacdo a secagem das tinturas em evaporador rotativo, as analises por CLAE
mostraram que esse processo ndo causou danos significativos nos perfis cromatograficos e
nos teores de quercitrina, uma vez que estes foram semelhantes aos da tintura hidroalcéolica.
Porém, outras ferramentas analiticas seriam interessantes para avaliar mais a fundo a
qualidade desses residuos obtidos. Os flavonoides parecem ser naturalmente mais resistentes
ao calor que os outros compostos, isso pode estad relacionado a sua funcdo protetora nas
plantas. Inclusive, varios estudos demonstram sua concentragdo aumentada em periodos de
secas quando as temperaturas sdo mais elevadas e a umidade relativa do ar € mais baixa.
Demonstrando ser um mecanismo fisiologico de defesa e adaptacdo (ALVES, 2014;
MORAIS, 2009; BRZEZINSKA; KOZLOWSKA, 2008).

5.3.2 Exatidao

A exatiddo foi expressa por meio do percentual de recuperacdo do marcador presente
no EB. A Tabela 12 apresenta os resultados alcancados por este ensaio, mostrando que o
método apresentou valores de recuperacdo acima de 99% para o EB nas trés concentragdes
estudadas. Além do mais, 0 CV% calculado para as recuperacdes obtidas em cada nivel ndo
excedeu 1,5% o que demonstra boa precisdo das analises. Portanto, 0 método é satisfatorio

guanto a exatidao para quantificar a quercitrina na amostra em questao.
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Tabela 12 - Recuperacdo da quercitrina em amostras do EB de T. occidentalis no ensaio de exatiddo

Amostra  Nivel Concentracao Rec (%) Rec (%) DP CV%
(%) (Mg/mL) Meédia
1 12,81 98,60
2 50 13,03 100,26 99,84 1,09 1,09
3 13,08 100,66
1 26,53 102,04
2 100 26,64 102,49 102,41 0,33 0,32
3 26,70 102,70
1 39,38 100,97
2 150 38,96 99,90 100,87 0,91 0,91
3 39,67 101,73

Legenda: Rec (%) = recuperacdo; CV% = coeficiente de varia¢do; DP = Desvio-padréo

Fonte: Dados da Pesquisa.

5.3.3 Precisao

A precisdo do método para o EB também foi avaliada em trés niveis de concentracao e

os resultados estdo expostos na Tabela 13. Observa-se que o método apresentou valores de

CV% abaixo de 5% para as andlises intra-dia. A precisdo intermediaria, por sua vez, foi

realizada repetindo-se o experimento em um segundo dia pelo mesmo analista e assim como
na repetibilidade apresentou CV% dentro do preconizado pela ANVISA (BRASIL, 2003).
Além disso, 0 Fcy foi bem inferior ao Fip, confirmando que ndo houve diferenca estatistica

entre as médias obtidas para a determinacdo da quercitrina pelos dois dias diferentes.

Tabela 13 - Repetibilidade e precisao intermediaria do método de quantificacdo da quercitrina no EB
de T. occidentalis realizada em dois dias com trés niveis de concentracdo

Concentragao (ug/mL)
Nivel (%) Dia 1 Dia 2 CV%  Fee Valor-p  Fup
(x- CV%) (- CV%) interdia
50 13,05+0,18 13,4343,68 2,57 0,013 0,913
100 26,52+0,96 26,85+ 1,06 090 1,384 0,304 7,708
150 39,31+1,28 39,54+1,04 1,00 1,369 0,306

Legenda: X = Média; CV% = coeficiente de variagdo; Fcalc = F calculado, Ftab = F tabelado

Fonte: Dados da Pesquisa.
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5.3.4 Robustez

Para a robustez do método aplicado ao EB optou-se também por variar a temperatura
da coluna e o pH da fase movel. Neste caso, as respostas avaliadas foram as areas e o teor de
quercitrina presentes nas amostras. Conforme o exposto na Tabela 14 observa-se que 0 Fgy
para todas as determinacOes foi bem inferior ao Fp, confirmando que nédo existe diferenca
entre as médias obtidas nas diversas circunstancias de anélise. Assim, a robustez do método
revelou que pequenas e deliberadas modificacbes nas condigdes cromatograficas, nao

resultaram em problemas na quantificagdo da quercitrina.

Tabela 14 - Teste de robustez da temperatura e pH da fase mével para 0 método de quantificagdo da
quercitrina no EB de T. occidentalis

Média
Parametros Area Conc. (ug/mL) CV% Ferc Valor-p  Fip
Temperatura
30 27805,6 18,97 1,81
31 27863,7 19,01 0,70 0,590 0,583 5,143
32 28130,0 19,18 1,20
pH da fase movel
2,9 28039,0 19,12 1,13
3,1 27901,3 19,03 1,70 0,153 0,860 5,143
3,3 27859,0 19,00 1,33

Legenda: CV% = coeficiente de variagdo; Fcalc = F calculado; Ftab = F tabelado
Fonte: Dados da Pesquisa.
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5.4 CONTROLES DE QUALIDADE FISICO-QUIMICO DA FORMULAGCAO

5.4.1 Aspectos macroscopicos e caracteristicas organolépticas

A avaliacdo das caracteristicas organolépticas é de fundamental importancia para
garantir a qualidade da formulagdo tendo como consequéncia a aceitacdo do publico
consumidor. Desta forma, o gel (Figura 18) produzido apresentou um aspecto translicido e
brilhoso, com coloracdo amarelo mostarda e homogénea e odor caracteristico da tintura de T.
occidentalis. Tais caracteristicas estdo relacionadas, principalmente, aos polimeros utilizados,

e condizem com as formulagdes de uso topico.

Figura 18 - Gel de T. occidentallis a 10% no To

Fonte: Dados da pesquisa.

5.4.2 Determinagéo do pH

O pH vaginal apresenta-se acido (3,5-4,5) em mulheres saudaveis durante a idade
reprodutiva, mas varia ao longo das diferentes fases do ciclo menstrual e também depende da
frequéncia da relagdo sexual. Esta faixa de pH é mantida pelos Lactobacillus spp que séo os
principais microrganismos representativos da microbiota vaginal. Esses microrganismos sao
importantes, uma vez que, o pH pode ser frequentemente alterado em consequéncia da
variacdo da composicdo do fluido vaginal e da quantidade de muco cervical que expde a
mucosa a uma série de agentes agressores, em especial a bactérias e fungos oportunistas
(MACHADO et al, 2015; CARAMELLA et al, 2015).

O pH da formulag&o obtida nesse estudo esteve dentro do intervalo para o pH vaginal

(Tabela 15), demonstrando-se adequado a via de aplicacdo a qual é destinada. Observou que o
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extrato incorporado na base de carbopol® e HPMC causou um pequeno aumento no valor do
pH, o0 que j& era esperado, uma vez que a tintura apresentava pH de 5,58, ou seja, mais

alcalino em relacédo ao gel base.

Tabela 15 - pH do gel de T. occidentalis obtido

pH
Amostra Média + CV%*
Gel de T. occidentalis a 10% 430+0,13
Gel base 412 +0,01

*)n=3
Fonte: Dados da pesquisa.

Por ser pH dependente, o Carbopol® apresenta-se estavel em pH neutro ou préximo a
neutralidade. Dependendo do tipo de carb6mero utilizado, a faixa de pH para a viscosidade
maxima situa-se entre 6 e 11. Contudo, uma viscosidade aceitavel e transparéncia comeca no
pH de 4,0 a 5,5 e se estende até o pH 11. A substancia utilizada nesse trabalho para neutralizar
o Carbopol®, a fim de proporcionar o processo de geleificacdo foi a trietanolamina. A adicéo
desse agente neutralizante leva a criagdo de cargas negativas ao longo de todo o polimero,
devido a ionizacdo dos grupos carboxilicos, resultando em um gel aniénico (ANDREWS et
al., 2009; TAMBURIC; CRAIG, 1995; WEBER et al., 2012; VALENTA, 2005). O HPMC,
por sua vez, é um polimero ndo iénico e por isso ndo é influenciado pela variacdo de pH.
Desta forma, sua geleificacdo ndo precisa de reguladores de pH e mantem-se estavel mesmo
com grandes modificacdes deste, ndo suportando apenas os valores extremos.

5.4.3 Determinacdo da viscosidade

Em relagdo as propriedades reoldgicas, € possivel observar mediante a Figura 19 que a
curva apresentada pela formulagdo, indica um comportamento ndo-Newtoniano do tipo
pseudoplastico, justificado pelo decréscimo da viscosidade dinamica com o aumento da taxa
de cisalhamento, demonstrando uma relacdo ndo linear entre as duas variaveis (AULTON,
2005; DI GIUSEPPE et al., 2014). De acordo com Lucey (2002) e Mathias e colaboradores
(2013) a diminuicdo da viscosidade pode ocorrer em razdo do enfraquecimento das fracas
interacOes existentes entre as moléculas do produto e da diminui¢do da energia de interacdo

entre estas.
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De forma complementar, Alves (2006) afirma que ao aplicar uma forga ou tenséo de
cisalhamento, um movimento laminar unidirecional se sobrepde ao movimento térmico
existente entre as moléculas de agua e dos segmentos das cadeias poliméricas. Com isso, as
cadeias de polimeros, que formam espirais, tendem a separa-se e alinhar-se na direcdo do
fluxo. Esta orientacdo, por sua vez, reduz a resisténcia interna do material, torando-o mais
fluido. De modo geral, os geis hidrofilicos possuem comportamento do tipo pseudopléasticos e

tixotropicos.

Figura 19 - Gréfico da viscosidade versos a tensao cisalhamento no To
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Fonte: Dados da pesquisa.

A pseudoplastia exibida pela formulacdo de T. occidentalis € uma caracteristica
apropriada para produtos de uso topico ja que, apés cisalhamento, a resisténcia inicial para o
gel fluir diminui, refletindo na facilidade de aplicacdo. Essa propriedade é importante para
administracdo de produtos na mucosa vaginal através de aplicadores, pois permite que a
formulacdo flua prontamente para o local de acdo. Tal comportamento é frequente em
sistemas coloidais, especialmente, em formas farmacéuticas contendo concentracoes
significativas de alginatos, gomas, carbdbmeros e polimeros celulésicos (FERRARI et al.,
2008; MORAIS et al., 2005; CORREA et al., 2005; ROGGIA et al, 2014 ).
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Figura 20 - Gréfico da taxa de cisalhamento versos a tenséo cisalhamento no To
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Fonte: Dados da pesquisa.

O carater tixotropico apresentado pelo gel nesse estudo pode ser observado nos
reogramas ilustrados na Figura 20. Nos quais é possivel notar que em ciclos de velocidade
crescente e decrescente, a linha descendente das curvas foi deslocada para posicdo inferior,
formando uma pequena éarea de histerese com sobreposi¢do das curvas no final do processo.
De acordo com Borghetti e Knorst (2006) este fendmeno esta relacionado com o desmonte da
estrutura tridimensional do sistema. A tixotropia é uma variavel da viscosidade dependente do
tempo. Desta forma, este parametro fornece informacdes da capacidade e do tempo necessario
para o produto retornar a sua estrutura apos a retirada da tensdo (PIANOVSKI et al., 2008;
MATHIAS et al., 2013; SPONCHIADO et al., 2013; ROGGIA et al., 2014).

Logo, formulagbes com caracteristicas tixotropicas sdo mais desejaveis, pois quando
submetidas a uma pressdo externa, tornam-se mais fluidas e espalham-se mais facilmente na
regido onde sdo aplicadas, recuperando total ou parcialmente a viscosidade inicial no
momento em que se encerra a aplicacdo, evitando que o escoamento do produto. Além do
mais, outra vantagem dessas formulacbes é que elas tendem a ter maior vida de prateleira,
pois durante o armazenamento, estas apresentam viscosidade constante, o que dificulta a
separacdo dos constituintes da formulacdo (CORREA et al., 2005; MATHIAS et al., 2013;
SPONCHIADO et al., 2013; ROGGIA et al, 2014).

Ao analisar mais uma vez o grafico do perfil da viscosidade, observa-se que o gel de
Thuja apresentou um maior valor de viscosidade em relagdo ao lote controle, representado

pelo produto comercial Kronel® em cuja composicdo estdo presentes o Carbopol® e o extrato
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aquoso de aroeira. Este medicamento é indicado no tratamento das cervicites, vaginites e
cervicovaginites. Em virtude da via de aplicacdo e por utilizar o Carbopol® como agente
gelificante, foi escolhido como controle nesta pesquisa, ja que ndo ha produtos disponiveis no
mercado com T. occidentalis com as mesmas especificacdes. O baixo valor da viscosidade
apresentada pelo “produto referéncia” se deve a quantidade de extrato incorporada a base que
é bem superior, cerca de 60% de extrato aquoso, o que proporciona uma maior fluidez a
formulacdo. Enquanto que o gel de Thuja possui apenas 10% da tintura hidroalcoolica
(baseado em estudo clinico).

Em relacdo aos resultados para o gel base (Figura 19A), foi observado comportamento
reoldgico semelhante ao do gel com adicdo de 10% da tintura de T. occidentalis, indicando
gue nao ha interferéncia da tintura quando esta é incorporada a base. Quando esta imagem é
comparada com a Figura 19B verifica-se que houve apenas uma pequena mudanca no valor
da viscosidade, demonstrando que ocorreu somente um rearranjo estrutural do polimero com a
adicdo da tintura hidroalcéolica.

Do ponto de vista farmacéutico, as caracteristicas reologicas sdo propriedades
importantes e devem ser considerados durante a fabricacdo, a estocagem e a aplicacdo dos
produtos de uso topico, pois ajudam a prever os efeitos da formulagéo e do processamento nas
caracteristicas do produto e na avaliagdo de sua qualidade e estabilidade. Dentro desse
contexto, dois detalhes importantes que devem ser levados em conta durante a formulagéo do
gel é a escolha do polimero e a sua concentracdo na forma farmacéutica, pois estes fatores
podem influenciar o comportamento reoldgico, assim como a estabilidade fisica do produto, a
distribuicdo dos ativos no local de aplicacdo, e consequentemente a atividade terapéutica
(CORREA et al., 2005; DEUSLUCHLE et al., 2015). A combinagdo dos polimeros, HPMC e
carbopol 940®, presentes no gel de Thuja nas concentragdes de 1 e 2% respectivamente,

proporcionou bons resultados de viscosidade e de tixotopria.
5.4.4 Determinacéo da espalhabilidade

Assim como a viscosidade, a determinacdo da espalhabilidade serve para avaliar as
caracteristicas reoldgicas da formulacdo em estudo, importante para acompanhar as
modificagdes na capacidade que a formulacdo tem de espalhar-se ou abranger uma
determinada area, investigando, com isso, a facilidade ou dificuldade de aplicacdo do produto
no local de acdo. O uso do método das placas paralelas é o mais amplamente empregado para

determinar e quantificar a espalhabilidade de preparacdes semissdlidas. Este método fornece
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informagdes precisas, reprodutiveis e estatisticamente relevantes, além da simplicidade de
execucdo e relativa falta de despesa (ALVES, 2006).

Os resultados dos testes de espalhabilidade estdo representados pelo grafico da Figura
21, na qual é possivel observar que o gel de Thuja obteve uma espalhabilidade bem inferior
em relacdo ao gel controle. Isso ocorreu em virtude do aumento da viscosidade proporcionada
pela combinacdo dos polimeros, mas principalmente, pela presenca do HPMC que é
responsavel por conferir o incremento da viscosidade. Essa é um das estratégias utilizadas
para alcancar a espalhabilidade ideal para o sistema. No entanto, quase ndo houve diferenca
entre o gel base e a formulagdo, demostrando que a incorporagéo da tintura de T. occidentalis
na base ndo interferiu nas propriedades reoldgicas da forma farmacéutica. Este € um ponto
importante a ser destacado, ja que a incompatibilidade entre os componentes da formula pode

desestabilizar a formulacéo.

Figura 21 - Gréfico da espalhabilidade do gel a 10% da tintura de T. occidentalis no To
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados obtidos para a espalhabilidade confirmam os da viscosidade, uma vez
que estes parametros estdo relacionados entre si, de modo que quanto maior a viscosidade de
um sistema, menor serd a sua espalhabilidade (ROGGIA et al, 2014). Como descrito
anteriormente, o gel comercial apresentou uma espalhabilidade bem superior e esse resultado
esta diretamente relacionado a sua viscosidade reduzida, indicando potencial facil distribuicdo
do gel por toda a area de aplicacdo. No entanto, ndo permanece tanto tempo no local de acdo

quando comparado com o gel de Thuja que possui uma associacdo entre dois polimeros
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mucoadesivos. Essa baixa viscosidade do gel referéncia pode influenciar na liberagcdo dos

compostos bioativos a partir da matriz polimérica.

5.4.5 Avaliacao bioadesiva in vitro

A forca bioadesiva é um pardmetro fisico importante para administragdo das
preparacdes topicas. O poder mucoadesivo dos polimeros associados para o gel de Thuja esta
exposto na Figura 22. E possivel verificar que a formulagio apresentou maior tempo de
adesdo na placa do 4gar em comparacao ao controle, justificado por sua maior viscosidade.
Além disso, o gel base confirma que a presenca da tintura ndo interferiu nesse parametro, pois
apresentou comportamento semelhante ao do gel de Thuja. O tempo da analise foi
padronizado em 1 h, visto que a partir desse tempo o0 peso da amostra mantinha-se constante.
Durante esse periodo cerca 21% da formulacdo foi perdida. O estudo da bioadesdo,
juntamente com o0s demais controles realizados, apontaram bons resultados para o gel de
Carbopol® 2% e HPMC 1% apresentando caracteristicas desejéveis para o produto em
desenvolvimento, estando também de acordo com Siqueira (2015).

As formulagGes mucoadesivas sdo capazes de manter as substancias ativas numa
determinada regido, aumentando assim a biodisponibilidade e, a0 mesmo tempo, aumentando
0 tempo de contato entre a droga e a mucosa (KAROLEWICZ, 2016). O uso do gel vaginal
bioadesivo foi pensado para oferecer inUmeros beneficios, incluindo o de prolongar a acéo
local, devido a adesdo a mucosa vaginal, possibilitando uma melhor adesdo terapéutica e
maior comodidade das pacientes.

Neste contexto, os estudos da adesdo e da espalhabilidade sdo Uteis para avaliar o
tempo de residéncia dos géis e sua capacidade de espalhar-se em condi¢bes vaginais
simuladas (ALVES, 2006). De acordo com Das Neves e Bahia (2006), as propriedades
reoldgicas sdo importantes para as fungdes criticas de retencdo de géis sobre a superficie
vaginal. Como ja discutido anteriormente, 0s géis apresentam comportamento de fluxo néo-
newtoniano, e, como Owen e colaboradores (2003) comentaram, tal comportamento reoldgico
tem um impacto substancial sobre a mecéanica de espalhamento e retencdo dessas formas
farmacéuticas.

Além disso, Ahuja e colaboradores (1997) mostraram que o peso molecular elevado ¢é
um fator importante para maximizar a aderéncia através de envolvimentos e das forcas de Van

der Waals. De acordo com os mesmos autores o refor¢o das forcas bioadesivas do gel pelo



100

polimero utilizado pode ser explicado pelas ligagGes secundarias formadas por grupos do tipo

hidroxila, amina, éter e oxigénio que sdo as principais fontes de bioadeséo.

Figura 22 - Resultado do teste de mucoadeséo in vitro no To
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.5 ADAPTACOES DO METODO ANALITICO PARA O DOSEAMENTO DA
FORMULACAO SEMISSOLIDA DE T. occidentalis POR CLAE

Depois da validacdo do método de quantificacdo da quercitrina na tintura de T.
occidentalis, 0 método foi testado para a formulagdo contendo 10% da tintura. De inicio, foi
observado que a metodologia validada apresentava interferéncia de algum dos componentes
da base utilizada para a producdo do gel, pois o marcador estava co-eluindo com outra
substancia. A Figura 23 mostra a presenca de um grande pico em 17,5 min, mesmo Tr da
quercitrina. Entdo, suspeitou-se que se tratava dos conservantes (metilparabeno e
proprilparabeno), assim como foi reportado por Siqueira (2015) em seu estudo com a mesma
formulacdo. Desta forma, foram realizadas algumas andlises adicionais a fim de confirmar se
o sinal analitico observado era mesmo destes produtos. Para isso foi manipulada a base gel
sem 0s conservantes (Figura 24A) e preparada uma solucdo placebo (gel sem adicdo da
tintura) para confrontar os dados (Figura 24B).

Observando a Figura 24A nota-se que o pico que eluia em aproximadamente 17,5 min
na Figura 23 desapareceu completamente, enquanto que na Figura 24B ele aparece bem

expressivo. Essas informagdes comprovam que 0s interferentes realmente séo 0s conservantes
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da formulacdo. Por causa disso, foi necessério fazer novas adaptacfes do método para que
fosse possivel separar adequadamente a quercitrina desses excipientes. As mudancas
realizadas consistiram basicamente em testar diferentes proporc6es da fase mével (metanol e
agua acidificada), resultando no gradiente ilustrado na Tabela 6. Os outros parametros, tais
como temperatura, fluxo e volume de injecdo forma mantidos. Em seguida, foram efetuadas
repetidas inje¢cOes da amostra do gel contendo a tintura e foi observado que o pico do
marcador eluiu em 24,41 (x0,097) min como demonstrado pela Figura 24C, confirmado pela
analise do padréo (Figura 24D ) e adicdo do padrdo na amostra. Estas pequenas alteracfes séo
esperadas, tendo em vista a complexidade das matrizes estudadas, ndo so pelo extrato vegetal,
mas também pela base gel.

O método cromatografico mostrou-se satisfatério pelas replicatas de injecbes das
amostras, apresentando Tr reprodutivel com resolucéo entre o marcador e 0 pico vizinho > 2,
fator de calda menor que 1, K’> 7 ¢ NP > 30000. O indice de pureza do pico do marcador,
medido pelo detector foi igual a 1,0, demonstrando a seletividade do método. Na metodologia
proposta por Sigueira (2015) para quantificacdo da mesma formulacdo a pureza do pico para a
quercitrina foi igual a 0,98. Comparando o cromatograma da amostra de gel de T. occidentalis
(Figura 24E) com o perfil cromatografico obtido apenas pela analise da tintura (Figura 24F),
foi observado que as caracteristicas das corridas desta Gltima foram reproduzidas na
formulacdo. Desta forma, 0 método adaptado permitiu a separacdo adequada entre 0 marcador

e 0s conservantes, mantendo a composicdo da férmula desenvolvida.

Figura 23 - Cromatograma do Gel com a tintura a 10% obtido pelo método validado
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 24 — Perfis cromatogréaficos obtidos em 255 nm
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Legenda: Cromatogramas obtidos pelo método validado para a tintura: (A) base gel sem conservantes;
(B) do placebo. Cromatogramas obtidos pelo método adaptado para a formulacéo: (C) gel de Thuja a
10% da tintura; (D) do padrdo de quercitrina; (E) imagem ampliada do cromatograma do gel de Thuja

a 10% da tintura e (F) cromatograma da tintura

Fonte: Dados da pesquisa.
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Uma nova curva analitica para o gel foi preparada, compreendendo a faixa de 5 a 50
pug/mL com seis pontos. Para cada uma das concentracOes foram feitas trés leituras e as suas
médias foram registadas para a determinacdo da equacdo da reta através da analise de
regressdo linear. O R? calculado foi igual a 0,9976 com equacdo da reta y = 88490x-158077.
A apliacdo do método apds a extragdo da tintura a partir da malha polimérica apresentou
recuperacdo da quercitrina de 19,17mg/g considerando o RS da tintura, este valor corresponde
a 75,12% em relacdo ao teor encontrado na tintura hidroalcéolica. A concentracédo final para
formulacéo foi de 60,38 ug de quercitrina por grama de gel.

Para empregar o método existente para o ensaio de teor da formulagdo da T.
occidentalis é preciso garantir que os resultados obtidos sdo confidveis e seguros. A
confiabilidade desses resultados s6 serd alcancada mediante a validacdo da metodologia
proposta. Este procedimento faz parte do controle de qualidade que, por sua vez, é uma

ferramenta imprescindivel para uma industria farmacéutica.

5.6 ESTUDO DE ESTABILIDADE PRELIMINAR DA FORMULACAO

Foi realizada uma avaliacdo da estabilidade preliminar das amostras do gel, a fim de
verificar previamente o comportamento da formulacdo mediante variacbes extremas de
temperatura, com o objetivo de acelerar possiveis reacdes entre seus componentes, como
preconiza o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos (BRASIL, 2004).

5.6.1 Teste do estresse mecanico

Decorridas as 24 h da producéo, a formulacédo foi submetida a foca centripeta visando
a aceleracdo de possiveis processos de instabilidade, foi possivel observar com este ensaio a
ndo ocorréncia de desestruturacdo da cadeia polimérica do gel contento a tintura de T.
occidentalis, permanecendo com a mesma consisténcia inicial. Assim, a formulagdo foi
aprovada quanto ao teste de centrifugacdo, permitindo a continuidade dos testes de
estabilidade do gel (Figura 25).
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Figura 25 - Amostra do gel antes da centrifugacdo (A) e apés centrifugacéo (B)

Fonte: Dados da pesquisa.

5.6.2 Teste do estresse térmico

As formulagGes acondicionadas em bisnagas de aluminios esmaltadas foram
submetidas em triplicata aos ciclos de aquecimento e resfriamento. As caracteristicas
observadas nas amostras no tempo zero (To) foram consideradas como padrdo para
comparacdo com as amostras submetidas aos ciclos de estufa/geladeira e temperatura
ambiente. Os resultados mostraram que ndo houve mudancas significativas nas propriedades
organolépticas das preparacdes quando submetidas ao estresse de temperaturas no periodo de
tempo analisado. Observando as Figura 26 e 27, nota-se que as amostras apresentaram-se
aparentemente homogéneas, com a coloragéo igual a inicial, o aspecto continuou brilhoso e o
odor ainda caracteristico da tintura. Mas foi percebida uma maior consisténcia das amostras
apos os seis ciclos gelo-degelo, provavelmente, pela evaporacéo dos componentes hidrofilicos

durante o aguecimento.

Figura 26 - Formulacéo do gel & base de T. occidentalis ap0ds os seis ciclos de gelo-degelo

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 27 — Formulacédo do gel a base de T. occidentalis ap6s doze dias em temperatura ambiente

Fonte: Dados da pesquisa.

A determinacdo do pH é um fator de extrema importancia, pois proporciona
informac@es que podem refletir a estabilidade quimica da formulacéo, principalmente, quanto
as reacOes de degradacdo do marcador ou dos demais compostos da formulacdo (DUTRA,
2013). O pH dos produtos para a administracao tépica varia segundo a sua aplicabilidade, ndo
devendo alterar o pH da superficie cutanea. Os valores de pH conforme descritos na Tabela
16, sofreram uma ligeira variagdo com a tendéncia ao seu decaimento de 3,4% para amostras
gue permaneceram em temperatura ambiente e de 3,8% para o final do ciclo gelo-desgelo,
estando ainda compativeis com a matéria-prima utilizada e com o pH vaginal. Guzzi (2011)
considerou em seu estudo uma variagdo de pH de 5% em relagdo ao valor inicial, levando

em conta este parametro, os resultados encontrado nesta pesquisa foi satisfatério.

Tabela 16 - pH do gel de T. occidentalis para cada condi¢do de exposi¢édo

pH
Formulagéo Média + CV%*
Tempo zero 4,30+0,13
Temp. ambiente 415+ 0,27
Final 6 ciclos 413 +0,13

*)n=3
Fonte: Dados da pesquisa.

Em relacdo a viscosidade, observou-se que durante o estudo as amostras armazenadas
em ciclos alternados de estufa e geladeira apresentou um ligeiro aumento em sua viscosidade,
passando de 180 a 200 Pa.s o limite maximo (Figura 28E), mudando levemente a sua
consisténcia. As Figuras 28D e 28F também mostram que as curvas ascendentes e

descendentes do gel se sobrepdem reduzindo a area de histerese, indicando uma diminuigao
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da tixotropia em relagdo ao To. Portanto, durante o armazenamento houve uma pequena
alteracdo no comportamento reolégico para essas amostras, mas essa variagdo nao foi
considerada significativa (p > 0,05). Costa (2010) sugere que tal comportamento pode estar
relacionado a presenca de um componente viscoelastico na formulacdo. De acordo com a
literatura, o HPMC € considerado um agente doador de viscosidade em formulacdes
semiss6lidas com comportamento viscoeléastico (ESPINDOLA, 2014).

As analises reologicas sdo fundamentais para os estudos de tecnologia farmacéutica
porque promovem a caracterizacdo fisico-quimica dos géis. O comportamento reoldgico e a
determinacéo da viscosidade sdo utilizados, sobretudo, para quantificar os efeitos provocados
pelo tempo, temperatura e pela a incorporacdo de substancias ativas em semissolidos. De
acordo com Guzzi (2011) as alteracbes da viscosidade durante o armazenamento podem ser
produzidas por mudancas na microestrutura da formulacdo. Por isso, o controle da
viscosidade também é uma forma de monitorar indiretamente a degradacdo quimica e
estabilidade fisica dos géis, j& que as modificagdes a nivel molecular podem produzir

mudancas na viscosidade.
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Figura 28 — Comportamento reolégico da formulacéo apds o estudo de estabilidade preliminar. (A) e
(B) resultados para o To; (C) e (D) para a temperatura ambiente; (E) e (F) ap6s o ciclo gelo-degelo
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O perfil da espalhabilidade apds o periodo de estudo de estabilidade preliminar esta
ilustrado no grafico da Figura 29. Os testes de espalhabilidade realizados mostraram que a
relacdo entre as areas e o esforco-limite dos geéis sob as duas condi¢cdes de armazenamento
foram estatisticamente iguais (p > 0,05). Analisando o comportamento da espalhabilidade
média (Ei) das amostras expostas aos seis ciclos de gelo-degelo percebe-se apenas uma queda
sutil da espalhabilidade em relacdo a temperatura ambiente e ao To, em consequéncia do
discreto aumento da viscosidade dessas amostras. Essa reducdo nao influencia na capacidade

de distribuicdo ou absor¢éo da formulacao.

Figura 29 - Grafico da espalhabilidade apds estudo de estabilidade preliminar
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados do potencial bioadesivo in vitro ap6s o estudo prévio de estabilidade
demonstraram que as amostras permaneceram estaveis quanto ao poder mucoadesivo quando
comparado com o To como mostra a Figura 30. A realizacdo do ensaio da bioadesdo depois do
periodo de armazenamento sob as condicdes avaliadas foi de grande importancia para a
investigacdo da qualidade da formulagcdo, uma vez que este parametro foi alvo de otimizacéo
em estudo anterior por Siqueira (2015). Conforme Das Neves e Bahia (2006) a caracterizacdo
do gel deve ser realizada ao longo do tempo de armazenamento. Pois as caracteristicas do gel
que influenciam seu desempenho podem mudar, com a quantidade de solvente presente ou

perdido, podendo alterar a migracdo das moléculas bioativas através do gel.
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Figura 30 - Gréfico da bioadesdo in vitro apos estudo de estabilidade preliminar
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Fonte: Dados da pesquisa.

Em relagdo ao perfil cromatogréfico das amostras do gel apds o estudo de estabilidade
preliminar, ndo foram observadas alteracbes significativas quanto aos TR’s dos picos,
principalmente, para a quercitrina, como esta ilustrado na Figura 31A e B. Através de uma
analise mais detalhada dessas imagens € possivel notar uma reducdo no tamanho de alguns
picos, sendo que o pico 1 foi o que sofreu maior reducdo de area passando de 586755 para
342049 (Figura 31C e D). Os teores do marcador (pico 2) foram determinados e comparados
com o To a partir das areas obtidas por cada cromatograma. As recuperacdes foram de 17,61
(91,85%) e 19,09 mg/g (99,59%) para a temperatura ambiente e apos 0s 6 ciclos de gelo-
degelo respectivamente.

As diferencas de recuperacdo nas duas amostras podem estar relacionadas a problemas
de reprodutibilidade do método, uma vez que o tratamento das amostras influencia bastante
nos resultados final das analises. Neste caso especifico, ocorre a dificuldade da “quebra” da
malha polimérica para liberacdo dos ativos presentes na tintura que, por sua vez, ja se
encontra em baixa concentragdo na formulacdo. Tal justificativa ocorre porque ndo era
esperada a reducdo no teor da quercitrina nas amostras mantidas a temperatura ambiente.

Por outro lado, o valor obtido para as amostras expostas ao estresse térmico pode esta
relacionada com a co-eluigdo de mais de um componente no mesmo Tr do marcador. Como
visto anteriormente existe a possibilidades dos componentes da tintura ter sofrido degradacéo.
De acordo com CESCA (2010) a presenca de substancias com o mesmo perfil de absorcédo
caracteristico de flavonoide ndo é diferenciada pelo o detector PDA, ou seja, ele ndo permite

avaliar a co-eluicdo. Sendo este, 0 possivel motivo de ter encontrado uma area maior para o
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pico estudado. Isso mostra a importancia de mais investigacdes a cerca do método com sua

posterior validagéo.

Em relacdo a perda de peso da formulacdo, foi observado uma reducdo de quase 1%

para as amostras submetidas a variagdo da temperatura (apés os 6 ciclos) e de 0,5% para as

que permaneceram em temperatura ambiente durante o periodo estudado. Estes resultados

estédo dentro do preconizado pela Farmacopeia Brasileira (2010) que afirma uma toleréncia de

90% em relacao ao peso declarado de ate 60g.
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Figura 31 — Perfil cromatogréafico do gel apds estudo de estabilidade preliminar.
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Fonte: Dados da pesquisa.

A realizacdo do estudo preliminar de estabilidade foi de suma importancia para o

planejamento da formulacéo proposta, pois possibilitou & obtencéo de resultados satisfatorios
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acerca da estabilidade do gel em um curto intervalo de tempo. Isto porque uma das situagoes
mais criticas no desenvolvimento de formulagfes farmacéuticas semissélidas é o relevante
numero de incompatibilidades que podem ocorrer, simultaneamente ou ndo, entre 0S
principios ativos e os excipientes. No caso dos fitoterapicos na forma de gel esses cuidados
devem ser ainda maiores (ISAAC et al., 2008; NUNES, 2008).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados de controle aplicaveis a tintura da T. occidentalis L. mostraram que 0s
parametros fisico-quimicos avaliados atenderam as especificagdes de qualidade necessarias
para utilizacdo da mesma na formulacdo semissdlida estudada por este trabalho.

Com esta pesquisa, foi possivel desenvolver o método para a quantificagdo da
quercitrina na tintura e no extrato bruto, para este ultimo também foi realizada a identificacédo
de mais dois flavonoides glicosilados conhecidos por miricetrina e amentoflavona. As
condi¢Bes do processo de andlise proporcionaram bons paramentos cromatograficos. Os
métodos mostraram linearidade na faixa de 5-40 e 5-50 ug/mL para a tintura e extrato bruto,
respectivamente. Demonstraram seletividade e especificidade com pureza de pico igual a 1,0.

A recuperacdo foi acima de 99% para ambas as amostras com reprodutibilidade entre
as andlises. Ainda foi possivel obter boa precisdo com os ensaios de repetibilidade e precisao
intermediéria apresentando CV menor do que 5%. Além disso, os parametros cromatograficos
apresentaram-se robustos quanto a variacdo do pH da fase mdével na faixa de 2,9-3,3. Mas
teve o tempo de retencdo da quercitrina afetado pela mudanca da temperatura (31, 32 e 33°C),
de forma que o resultado mostrou-se inversamente proporcional ao aquecimento do forno.
Ndo foram observadas mudangas significativas nas areas e nem nas concentragcdes do
marcador com as deliberadas modificagcdes do método.

O gel produzido apresentou bons requisitos de qualidade com pH compativel ao da via
de administracdo, boa espalhabilidade e viscosidade, além de boas -caracteristicas
organolépticas. Ap6s os estudos preliminares de estabilidade, as amostras ndo apresentaram
mudangas significativas nos parametros de qualidade estudados no To, apresentando um
discreto aumento da viscosidade para as amostras submetidas ao estresse térmico com
reducdo do pH de 4,306 para 4,136.

Os resultados obtidos na avaliacdo da estabilidade preliminar do gel foram
considerados satisfatérios, pois a formulacdo permaneceu estavel durante a realizacdo dos
ciclos em estufa (45 + 2°C) e temperatura ambiente (25 + 2°C) quanto as caracteristicas
organolépticas. Em relacdo as propriedades reoldgicas, ndo foram identificados quaisquer
sinais de instabilidade significativos, indicando boa estabilidade fisica no prazo estudado.

O metodo adaptado para a formulacdo mostrou-se satisfatério com bons parametros
cromatograficos. No entanto, para aplicacdo segura do método, este deve passar pelo processo
de validagdo para comprovar sua precisdo e exatiddo. O teor de quercitrina recuperada nas

amostras no To foi de 19,17 mg/g em relacdo ao RS obtidos para a tintura. A recuperagdo para
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0 gel apds o estudo de estabilidade preliminar foi de 91,85% e 99,59% para as amostras
mantidas em temperatura ambiente e exposta ao estresse térmico respectivamente.

As questdes levantadas em relagdo a recuperacdo das amostras nas duas condicdes
estudadas apontam a necessidade de aprimorar o método por CLAE para quantificar de forma
adequada o marcador e também os possiveis produtos de degradacdo. Tendo também como
perspectiva futura a realizacdo dos estudos de estabilidade acelerado e de longa duracao.
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