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RESUMO

A microbiota oral humana é comumente composta por diferentes espécies do
género Candida sp., porém, casos de desordens endocrinas proporcionam o
desenvolvimento de infec¢des fungicas oportunistas nesta regido. Os relatos comuns
de resisténcia das opcodes terapéuticas existentes contra essas infeccdes, junto a
estudos que mostram resultados positivos da acdo anticandida da espécie botéanica
Thuja occidentalis Linn, levaram a desenvolver uma forma farmacéutica, a base deste
material vegetal, como forma alternativa ao tratamento da candidiase oral. Para este
fim, obteve-se o extrato etandlico 70% e todos os controles de qualidades foram
realizados. Um método para determinacdo do teor de flavonoides totais foi
desenvolvido e validado. O extrato etandlico foi seco em estufa, utilizando o manitol
como adjuvante de secagem, e caracterizado. O extrato etandlico e o extrato seco
foram testados contra cepas de Candida sp. e ambos utilizados no desenvolvimento
tecnolégico de filmes orais mucoadesivos. Os lotes com melhores aspectos
macroscopicos foram avaliados por Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV),
uniformidade de peso, espessura, desintegracdo, indice de intumescimento e tempo
de mucoadesdo. O método para determinagdo do teor de flavonoides mostrou-se
linear, robusto, preciso, seletivo e exato; obtendo-se, o teor de 15,53 + 0,438 expresso
em quercetina por grama de extrato etanolico. Ambos os extratos mostraram atividade
antifingica contra todas as cepas de Candida sp. testadas. Macroscopicamente, 0s
melhores lotes de filmes mucoadesivos foram aqueles obtidos com a goma de
celulose e com carboximetilcelulose (CMC), que apresentaram tempo de
desintegracdo maior que 120 minutos, indice de intumescimento de 45 a 120% e
tempo de mucoadesao de 71,36 a 96,12 minutos. Os resultados permitem inserir estes
filmes mucoadesivos como uma proposta promissora para desenvolvimento na area
farmacéutica, sendo alternativa ao tratamento da candidiase oral, uma vez que
iniciativas publicas mostram um crescente interesse na ampliacdo do mercado

fitoterapico no Brasil.

Palavras-chave: Candidiase. Mucosa bucal. Thuja. Filmes mucoadesivos.



ABSTRACT

The human oral microbiota is commonly composed of different species of the
genus Candida sp., cases of endocrine disorders provide the development of
opportunistic fungal infections in this region, however. The common reports of
resistance of the existing therapeutic options against these infections, together with
studies that show positive results of the anticandid action of the botanical species Thuja
occidentalis Linn, led to development of a pharmaceutical form, a base of this plant
material, as an alternative to the treatment of oral candidiasis. For this purpose, 70%
ethanolic extract was obtained and all quality controls were performed. A method for
determining the content of total flavonoids was developed and validated. The ethanolic
extract was dried in an oven, using mannitol as a drying aid, and characterized. The
ethanolic extract and the dry extract were tested against strains of Candida sp. and
both used in the technological development of mucoadhesive oral films. The batches
with the best macroscopic aspects were evaluated by Scanning Electron Microscopy
(SEM), weight uniformity, thickness, disintegration, swelling index and mucoadhesion
time. The method for determining the flavonoid content proved to be linear, robust,
precise, selective and accurate; obtaining the content of 15.53 + 0.438 expressed in
guercetin per gram of ethanolic extract. Both extracts showed antifungal activity
against all strains of Candida sp. tested. Macroscopically, the best batches of
mucoadhesive films are those that suffer from cellulose gum and
carboxymethylcellulose (CMC), which record the disintegration time greater than 120
minutes, the swelling rate of 45 to 120% and the mucoaderation time of 71, 36 to 96,12
minutes. The results allow inserting these mucoadhesive films as a promising proposal
for development in the pharmaceutical area, being an alternative to the treatment of
oral candidiasis, since public initiatives show a growing interest in the expansion of the

herbal medicine market in Brazil.

Keywords: Candidiasis. Oral mucosa. Thuja. Mucoadhesive films.
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1 INTRODUCAO

A candidiase é uma infeccéo fungica oportunista muito comum, causada por
diferentes espécies do género Candida sp. Dentre as espécies pertencentes a esse
género, C. albicans é a de maior importancia clinica, sendo o agente etiolégico mais
frequente das patogenias orais (ANDREOLA et al., 2016).

Visto que este fungo é parte da microbiota normal humana, desordens
enddcrinas, nutricionais e fisioldgicas, discrasias sanguineas, malignidades e
alteracdes imunoldgicas mostram-se como fatores predisponentes dessas infec¢des
(ARENDORF; WALKER, 1980; TARCIN, 2011; MILLSOP; FAZEL, 2016).

O diagnéstico geralmente é feito de forma clinica, baseando-se em sinais e
sintomas e no histérico médico e odontolégico do paciente. Quando isto ndo é o
suficiente, alguns testes laboratoriais podem ser feitos de forma adicional e
comprobatéria (SINGH et al., 2014).

Farmacos, como nistatina, miconazol, fluconazol, itraconazol e anfotericina B,
sao as opcoes terapéuticas existentes na pratica clinica, sendo este ultimo indicado
para casos mais severos. Porém os relatos de aumento da resisténcia das diferentes
espécies de Candida sp. contra esses agentes farmacoldgicos sdo constantes,
causando preocupacao entre médicos e pesquisadores (ANDRADE, 2017; ASLANI et
al., 2018).

Avaliando esse perfil de resisténcia, as plantas surgem como uma interessante
proposta para o desenvolvimento de novas opg¢des terapéuticas anticandida. Espécies
como Allium sativum (alho), Ricinus communis (mamona), Melaleuca atnerfolia
(Arvore-de-chd), Uncaria tomentosa (Unha de gato), Cymbopogon citratus (Capim-
lim&o) e Punica granatum (Roma), por exemplo, reinem bons resultados fungicidas e
fungistaticos para as diferentes cepas dessa classe fungica (PADUA et al., 2013;
SPOHR, 2013; FREIRE et al., 2016).

A espécie Thuja occidentalis Linn, conhecida como “tuia” ou “cipreste” no Brasil,
€ uma conifera pertencente a familia Cupressacea, que também demonstrou potencial
anticandida existente no 6leo essencial de suas folhas e em alguns extratos (NASER
et al., 2005; ALVES et al., 2014).

Porém, apesar desse elevado numero de espécies vegetais que demonstram

acao anticandida, o aproveitamento e incorporacdo desse potencial no
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desenvolvimento e aprimoramento de medicamentos ainda é pequeno (LIMA et al.,
2006; NGO et al., 2013).

Portanto, tendo em vista a biodiversidade vegetal e as politicas publicas de
incentivo ao estudo, desenvolvimento e producdo de fitoterdpicos no Brasil, no
presente trabalho foi proposto o desenvolvimento de uma alternativa farmacéutica
para o tratamento da candidiase oral, sendo os filmes mucoadesivos a forma
farmacéutica de escolha, por ser uma opcéo inovadora que permite tratar a infeccéo
de maneira local, ter acdo prolongada do ativo e ser de simples administracado
(BORGES et al., 2015; SPEER; PREIS; BREITKREUTZ, 2019).

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Obter filmes mucoadesivos, a base do extrato de Thuja occidentalis, para

tratamento alternativo de infecgdes orais por Candida sp..

1.1.2 Objetivos especificos

. Obter extrato etandlico de T. occidentalis e realizar os testes de controle de
gualidade fisico-quimicos;

. Desenvolver e validar metodologia espectrofotométrica no UV para o
doseamento do extrato etandlico obtido;

. Obter extrato seco de T. occidentalis e realizar os testes de controle de
gualidade fisico-quimicos;

. Realizar estudos in vitro para avaliar a atividade fungica do extrato etandlico e
seco, desenvolvida frente a diferentes cepas do género Candida sp.;

. Desenvolver Lotes de Bancada dos filmes mucoadesivos a base de T.
occidentalis, através de uma planificacdo qualitativa e quantitativa dos excipientes;

. Realizar os testes de controle de qualidade fisico-quimicos dos melhores lotes

de bancada desenvolvidos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CANDIDIASE

Candida spp é classificada taxonomicamente no reino Fungi, divisdo Eumycota,
subdivisdo Deuteromycotina, classe Blastomycetes e familia Cryptococcacea. Possui
aproximadamente 200 espécies, sendo Candida albicans a espécie
predominantemente relacionada aos casos de patogenicidade, por ser a mais
frequentemente isolada em humanos, representando cerca de 50% — 70% dos casos
(GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; SILVA; OLIVEIRA; CAVALCANTE, 2017).

Embora C. albicans seja a mais frequentemente isolada, estudos mostram
algumas outras espécies com um significado clinico representativo. Na América do
Norte e Europa, por exemplo, C. glabrata é bastante prevalente. J& na América do sul
e Asia, estudos mostram a incidéncia de C. tropicalis e C. parapsilosis entre as
espécies nao-albicans (VILA et al., 2016). Somadas a C. krusei, essas espécies de
Candida spp. equivalem a cerca de 95% das infeccOes por esse género. Espécies
como C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. kefyr, C. famata, C. inconspicua, C. rugosa,
C. dubliniensis e C. norvegensis sdo relatadas com menor frequéncia (HOFS;
MOGAVERO; HUBE, 2016; SILVA; OLIVEIRA; CAVALCANTE, 2017).

Também chamada de candidose, a candidiase, é uma infeccdo fungica
oportunista muito comum causada pelas diferentes espécies do género Candida spp.
que, por sua vez, fazem parte da microbiota normal do ser humano e séo facilmente
encontradas na mucosa oral, pele, no trato gastrointestinal e geniturinario do
hospedeiro (PEIXOTO et al., 2014; NAMI et al., 2019).

A relacdo simbidtica entre flora microbiana e hospedeiro é importante para a
manutengdo do equilibrio homeostatico no corpo. Porém, fatores como
comprometimento do sistema imune, mudancgas de pH, disponibilidade de nutrientes,
temperatura e antibioticos de amplo espectro séo facilitadores da patogenicidade das
espécies que compde essa microbiota. Nessas situacdes, Candida sp. é capaz de
modificar-se fenotipicamente, passando da conformacédo leveduriforme (Figura 1A)
para a forma de hifa (Figura 1B), sendo essa habilidade de transforma¢&o um dos
principais arsenais para sua capacidade de invaséo tecidual e formacao de biofilmes
(GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; SPOHR, 2013; CHANDA et al., 2017).
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Figura 1 - (A) Colbnias de Candida sp. na forma leveduriforme. (B) Coldnias de

Candida sp. na forma filamentosa.

Fonte: (VESES; GOW, 2009)

Essa infeccdo pode se manifestar clinicamente de diferentes formas,
geralmente as manifestacdes que acometem pele e mucosas tendem a ser mais
brandas, como é o caso das candidiases orofaringea e vulvovaginal, que se
apresentam de forma local, onde a populacdo fangica forma pequenas placas ou
nodulos branco-amarelados na parede mucética da boca e da vagina,
respectivamente. Porém acontecem com uma maior frequéncia, afetando a qualidade
de vida dos individuos (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; PEIXOTO et al., 2014; SILVA,
2015; HOFS; MOGAVERO; HUBE, 2016).

Em quadros de danos ao sistema imunologico mais severos, a doenca pode
tornar-se invasiva e chegar a nivel sistémico. E o que acontece com pacientes de
terapias agressivas, como por exemplo, quimioterapia antineoplasica e também nos
pacientes submetidos ao tratamento, a longo prazo, com corticosteroides ou
transplante de 6rgaos, por exemplo. Nesses casos, ha uma maior facilidade para
leveduras do género Candida sp. chegarem a corrente sanguinea e serem
disseminadas para sitios anatdmicos como: pulmdo, rins, coracdo e figado. Dessa
forma, a infeccdo passa a ser chamada de candidemia (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010;
PEIXOTO et al., 2014; SILVA, 2015), que € a forma mais grave da doenca, sendo fatal
em 40% dos casos, mesmo com a aderéncia terapéutica (HOFS; MOGAVERO;
HUBE, 2016; VILA et al., 2016).
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2.1.1 Candidiase oral

Devido a capacidade de aderéncia a diversas superficies da cavidade bucal,
leveduras pertencentes ao género Candida sp. sdo habitantes comuns dessa regiao,
tanto de adultos quanto de criancas (GOUVEA-MONDIN, 2005; O’'DONNELL et al.,
2015). C. albicans € componente da microflora oral de cerca de 30% a 50% das
pessoas, sendo a mais prevalente e de maior patogenicidade na regiao
(CAVALCANTI; ALMEIDA; PADILHA, 2011). Contudo, as espécies Candida glabrata,
C. guillermondii, C. krusei, C. parapsilosis, C. pseudotropicalis, C. stellatoidea, C.
tropicalis também sdo recuperadas na mucosa oral de pacientes (TARCIN, 2011;
HEBECKER et al., 2014; SINGH et al., 2014).

Vérios fatores sao relatados como predisponentes da infeccdo nessa regiao:
extremos de idade (muito comum em criancgas e idosos), déficits alimentares, protese
dentaria, tabagismo e fluxo salivar, alteracdes hormonais, nutricionais ou imunolégicas
(GOUVEA-MONDIN, 2005; GOULART et al., 2018). Também ¢é uma das
manifesta¢des clinicas iniciais mais comuns em pacientes infectados pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), estando presente em cerca de 90% dos casos
(HEBECKER et al., 2014).

Glandulas salivares com suas funcdes prejudicadas estdo associadas a um
risco aumentado de candidiase oral. Com o fluxo reduzido de saliva, a concentragcao
de anticorpos especificos anticAndida e proteinas ricas em histidina e com acao
antimicrobianas, como lactoferrina, sialoperoxidase, lisozima, polipeptideos, fica
comprometida, permitindo o crescimento de diversos microrganismos (HEBECKER et
al., 2014; SINGH et al., 2014).

A candidiase oral possui uma variedade de formas de manifestacao clinica. E
classificada considerando a localizagao da infeccéo, profundidade de invaséao epitelial
e resposta do hospedeiro (HEBECKER et al.,, 2014; PILZ; CARRARD, 2015).
MILLSOP e colaboradores (2016) dividem essa infeccdo em dois grandes grupos:
candidiase oral branca e candidiase oral eritematosa.

As duas principais representantes da candidiase branca sdo: candidiase
pseudomembranosa, mais comumente conhecida como “sapinho”, e candidiase
hiperplasica. A primeira é caracterizada pela presenca de placas pastosas brancas
(ou amareladas) na lingua, palato duro ou mole e mucosa jugal que cedem a

raspagem (PILZ; CARRARD, 2015). Normalmente, os pacientes sdo assintomaticos,
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mas, nos casos sintomaticos inumeros, sdo os relatos de sensacgdo oral ardente,
mudanca de gostos e tendéncia de sangramento na regido. JA a candidiase
hiperplasica, também ¢é caracterizada pela presenca de nodulos brancos e
assintoméaticos, porém, nesses casos, nao € possivel a retirada por meio da raspagem
(HEBECKER et al., 2014; AGUIAR, 2016; MILLSOP; FAZEL, 2016).

Ja no grupo de candidiase eritematosas, incluem-se: candidiase atréfica aguda
e cronica, glossite romboide mediana, queilite angular e eritema gengivar linear,
podendo ser desencadeados pelo uso de antibidticos, de corticoides, tabagismo ou
proteses (MILLSOP; FAZEL, 2016). Elas s&o caracterizadas por manchas
avermelhadas comumente no dorso da lingua, palato e mucosa bucal (TARCIN,
2011).

AXELL e colaboradores (1997) propuseram uma classificacdo onde a infeccéo
é dividida em: candidiase oral priméria e candidiase oral secundaria. Na primaria
enguadram-se as manifestacfes agudas, crénicas, candida associada a lesdes, além
das lesdes queratinizadas infectadas com candida. Ja a secundaria agrupa
manifestacdes sistémicas decorrente da mucosa oral (TARCIN, 2011; SINGH et al.,
2014).

O diagndstico primario é o clinico, baseado em sinais e sintomas e no historico
médico e odontologico do paciente. Porém, quando ndo é suficiente, alguns testes
laboratoriais podem ser feitos de forma adicional e comprobatoéria, sendo escolhido o
teste mais adequado, de acordo com as caracteristicas da infeccao. Quando possivel
a raspagem da regido (pseudomembranosa, por exemplo), pode-se usar a técnica
citolégica do esfregaco para realizar a analise. Ja para casos de candidiase
hiperplasica, a biopsia se mostra particularmente adequada. Semeio, amostras de
saliva ou do enxague bucal também sao aplicaveis para diagnésticos laboratoriais
(TARCIN, 2011; SINGH et al.,, 2014; PILZ, CARRARD, 2015; MILLSOP; FAZEL,
2016).

2.2 TRATAMENTO

O tratamento da candidiase é feito através de agentes antifingicos por via
topica, oral e endovenosa. Esses agentes podem ter efeito fungicida, quando matam
o fungo, ou efeito fungistaticos, quando apenas inibem o crescimento desses

organismos (KUMAR; JHA, 2017). Os farmacos podem ser de fonte sintética ou
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natural. Na terapéutica trés classes de drogas sdo usadas majoritariamente, sao elas:
azoélicos, equinocandinas e polienos (CAMPOY; ADRIO, 2016).

Os polienos séo a classe mais antiga de farmacos antifungicos, tendo registros
de uso desde a década de 1950. Embora vérios agentes poliénicos tenham sido
descobertos, devido a solubilidade, estabilidade, absorcéo e toxicidade, a utilizacao
desses produtos ficou limitada, sendo representados basicamente pela anfotericina B
e pela nistatina, que séao dois farmacos de estrutura quimica e mecanismo de acéo
muito semelhantes, baseando-se na interacdo especifica com o ergosterol, um
esteroide presente na membrana celular fangica. Apesar dessa grande afinidade com
o0 ergosterol, os polienos também conseguem interagir com os esteréis de mamiferos
(colesterol), provocando grande parte dos efeitos adversos dessa classe terapéutica.
Casos de resisténcia a anfotericina B sdo pouco comuns, porém tem sido reportada
ocasionalmente para isolados de C. lusitaniae e C parapsilosis (SILVA, 2015;
PEREIRA, 2017; NAMI et al., 2019).

Os farmacos azolicos sdo os mais prescritos na pratica clinica. Podem ser
divididos em dois subgrupos: imidazdlicos e os tiazolicos. O primeiro € representado
por drogas como cetoconazol, miconazol e clotrimazol, porém apresentam alta
toxicidade, comprometendo sua utiliza¢do. Os tiazolicos sdo os mais utilizados dessa
classe. Representados por fluconazol, itraconazol e voriconazol, possuem um
excelente espectro e perfil de seguranca (CASTRO et al., 2016).

Contudo, o fluconazol, que € utilizado como medicamento de primeira linha em
muitos centros, tem trazido certa preocupagao quanto ao surgimento de resisténcia,
principalmente entre as espécies de Candida krusei e C. glabrata (SILVA, 2015). Ja o
voriconazol é um farmaco de segunda geracéao sintetizado a partir do fluconazol. Foi
desenvolvido com o intuito de ampliar o espectro de atividade dos azoélicos, possuindo
uma atividade muito superior aos outros antifungicos da classe e sendo considerado
um agente de primeira linha (CAMPOY; ADRIO, 2016; KUMAR; JHA, 2017; NAMI et
al., 2019).

As equinocandinas sao lipopeptideos semissintéticos que atuam em nivel de
parede celular, o que proporciona uma baixa toxicidade para humanos quando
comparados com o0s azdlicos (SILVA, 2015). Relatos de resisténcia desenvolvida
contra essa classe também sdo raros. Possuem perfil emergencial devido a sua
solubilidade, espectro antifungico e propriedades farmacocinéticas, na pratica clinica

séo escolha em casos de pacientes contaminados com cepas de Candida spp. com
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resisténcia a azolicos ou alérgicos e/ou intolerantes a anfotericina B. Sao
representantes dessa classe a caspofungina, micafungina e anidulafungina (KUMAR;
JHA, 2017; NAMI et al., 2019).

Dentre essas opc¢Oes terapéuticas, nistatina ou miconazol sdo os agentes
tépicos de escolha para candidiases orais superficiais. Farmacos como fluconazol e
itraconazol sdo os indicados para infec¢des orais mais profundas ou reincidentes. Em
casos mais severos ou de resisténcia, o tratamento pode ser feito com anfotericina B
(MIRANDA-CADENA et al., 2018; ASLANI et al., 2018) .

O uso rotineiro desses agentes antiflngicos propicia o surgimento de espécies
resistentes, trazendo a necessidade de desenvolver novos agentes de maior eficacia.
Contudo, quando comparado aos novos farmacos antibacterianos, € dificil o
desenvolvimento de novos farmacos antifingicos, uma vez que boa parte dos alvos
potenciais da terapia antifingica sdo alvos também encontrados em humanos
(CAMPOQY; ADRIO, 2016; NAMI et al., 2019).

Partindo disso, os materiais vegetais com potencial antifGngico surgem como
uma interessante alternativa de estudo para o desenvolvimento de novas opcoes
terapéuticas (PADUA et al., 2013; SPOHR, 2013; FREIRE et al., 2016).

2.3 PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS

Durante muito tempo, o uso de plantas foi o principal recurso terapéutico
utilizado para tratar a saude das pessoas e de suas familias. Esses produtos tém
registros de utilizacdo para fins medicinais desde os tempos antigos. Um exemplo
disso é o uso de Papaver somnniferum, a partir da qual a morfina foi isolada, e que &
descrita ha mais de 4000 anos (DUTRA et al., 2016; CALIXTO, 2019). Com o passar
dos anos e em decorréncia dos avang¢os no ambito das Ciéncias da Saude, o interesse
cientifico por medicamentos derivados dessa matriz tornou-se cada vez mais evidente
(BADKE et al., 2011; DUTRA et al., 2016).

Historicamente, temos 2004 como um importante ano na legitimacdo da
fitoterapia no Brasil (FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014). Neste ano a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) publicou quatro resolugdes
relacionadas a essa classe de medicamentos: a Resolucdo de Diretoria Colegiada
(RDC) n° 48/2004, que dispunha sobre o registro de medicamentos fitoterapicos, a

Resolucdo Especial (RE) n® 88/2004, que estabeleceu a lista de referéncias
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bibliograficas para avaliacdo de seguranca e eficacia de fitoterapicos, a RE n°
89/2004, que estabeleceu a lista de registro simplificado de fitoterapicos e a RE n°
90/2004, que estabeleceu um guia para a realizacdo de estudos de toxidade pre-
clinica de fitoterapicos (BRASIL, 2004a, 2004b, 2004c, 2004d).

Com interesse na continuidade no processo de reconhecimento formal desta
pratica terapéutica, em 2006, foi criada a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no Sistema Unico de Satde (SUS) (PNPIC), através da Portaria do
Ministério da Saude GM/MS n° 971 e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF), pelo Decreto n°5.813/06 (BRASIL, 2006a, 2006b). Em 2008,
0 Ministério da Saude do Brasil instituiu o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterdpicos dentro do SUS através da Portaria n°® 2.960, de 09 de dezembro
(BRASIL, 2008; NUNES et al., 2009; DE FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR,
2014).

Todas essas medidas foram tomadas com o intuito de beneficiar os setores
envolvidos desde o do cultivo de plantas até a producéo dos fitoterapicos, gerando
emprego e renda. Outro ponto de favorecimento foi 0 incentivo a pesquisa e o
desenvolvimento de tecnologia e inovagfes nas diversas etapas da cadeia produtiva
de fitoterpicos, resultando na ampliacédo do arsenal terapéutico oferecidos pelo SUS
aos usuarios, com garantia da sua qualidade, seguranca e eficacia. Além disso, foi
uma medida que proporcionou a valorizagdo da biodiversidade brasileira e do
conhecimento popular (BRASIL, 2006b, 2008; NUNES et al., 2009; FIGUEREDO,;
GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014).

O mercado global anual de medicamentos vale cerca de 1,1 trilhdo de dolares.
Aproximadamente 35% desses medicamentos foram originados direta ou
indiretamente de produtos naturais. Isso mostra que apesar da grande diversidade de
compostos sintéticos existentes, os produtos naturais e suas estruturas derivadas
continuam sendo elementos extremamente importantes das Farmacopeias e também
um recurso constantemente aplicado nas empresas farmacéuticas globais (NGO et
al., 2013; CALIXTO, 2019).

Tendo em vista o0 aproveitamento das espécies vegetais para fins terapéuticos,
o0 Brasil € um pais promissor devido a sua biodiversidade, definida por alguns
estudiosos como a variedade e complexidade entre 0s organismos vivos, incluindo
espécies, DNA, genes, proteoma, metaboloma e sua interacdo com seus sistemas
ecologicos (VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018).
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O Brasil é o0 pais com a maior biodiversidade do mundo, possuindo uma area
de 8.511.996 km?, na qual séo distribuidos seis biomas terrestres (Floresta
amazonica, Caatinga, Cerrado, Savana, Mata Atlantica, Pantano/Pantanal e Pampas)
(VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018), compreendendo mais de 45.000 espécies de
plantas superiores, cerca de 20% do total existente no planeta (DUTRA et al., 2016).

Apesar da ampla diversidade de espécies nativas, o numero de produtos
fitoterapicos licenciados no Brasil ainda é pequeno quando comparado a outros
paises. Em 2016, por exemplo, 359 produtos fitoterapicos estavam registrados na
Anvisa, mostrando uma redugdo no numero de produtos registrados quando
comparado aos dados referentes aos anos de 2008 e 2011, onde estavam
documentos 512 e 382 fitoterapicos, respectivamente (CARVALHO et al., 2018).

A reducdo no numero de fitoterapicos com registro na Anvisa pode ser
explicada pela expressiva quantidade de produtos retirados do mercado. O estudo
realizado por Perfeito, em 2012, mostrou que 50% dos medicamentos fitoterapicos,
um total de 192 produtos, no periodo de 2008 a 2010, tiveram o pedido de renovagao
de registro indeferido, e as principais razdes de indeferimento estao relacionadas a
falta de suporte técnico e descumprimento de requisitos sanitarios, como mostra a
figura 2 (PERFEITO, 2012).

Figura 2 - Principais razdes de indeferimento das solicitagbes de registro de
medicamentos fitoterapicos.

Controle da qualidade IG5
Auséncia de cumprimento de exigéncia INIIIIENEGEGEGEN 27%
Relatdrio de estabilidade GGG 6%
Seguranca e eficacia 19%
Relatorio técnico 18,50%
CBPFC N 16,50%
Relatério de producdo I 6%

Relatorio documental 5,50%

Cumprimento de exigéncia + solicitacéo

0,
de renovagéo fora do prazo . 5,50%

Alteracdo sem anuéncia Il 3,50%

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0%

Fonte: PERFEITO, 2012.
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Hoje, observa-se a fitoterapia de forma mais consolidada e desempenhando
um papel importante na assisténcia a saude da populacdo. No Brasil, tem-se
disponiveis para populacdo medicamentos fitoterapicos registrados para diversas
indicacdes como Tamarine® para constipacdo, Seakalm® e Sintocalmy®, a base de
Passiflora incarnata L., como calmante, Fisioton® para quadros de cansaco e fadiga,
Ginkomed®, indicado para distlrbios circulatérios e insuficiéncia vascular cerebral,
Phit6ss® e Abrilar®, a base de Hedera helix L., para o tratamento de doencas
broncopulmonares e até mesmo creme vaginal antimicrobiano e aerossol para dores
musculares e inflamacdes como Kronel® e Acheflan®, respectivamente, mostrando
gue o estudo de plantas traz uma significancia efetiva na satude da populacéo (DAVID;
NASCIMENTO; DAVID, 2004; KLEIN et al., 2009).

Futuramente, é provavel que os produtos naturais e 0os compostos a eles
relacionados tornem-se ainda mais importantes para o0 desenvolvimento e
aprimoramento de medicamentos, em razdo dessa variedade de metabdlitos
secundarios funcionalmente relevantes encontrados nas espécies vegetais (NGO et
al., 2013)

2.3.1 Thuja occidentalis Linn

Thuja € um pequeno género botanico da familia Cupressaceae, que
compreende um grupo de cinco espécies: Thuja occidentalis, T. plicata, T. koraiensis,
T. standishii (Gordon) Carr. e T. sutchuenensis Franch, das quais, as duas primeiras
sdo endémicas da América do Norte, enquanto as trés restantes sao caracteristicas
do leste asiatico (LI; XIANG, 2005; NASER et al., 2005).

Dentre essas especies, T. occidentalis Linn é uma conifera nativa do leste da
Ameérica do Norte e conhecida nessa regido como “arvore da vida” ou “cedro branco
do norte” (STANGERLIN et al., 2008; TSIRI et al., 2009). Arvore mondica, de caule
ereto e casca marrom alaranjada, que se torna marrom escura quando adulta, suas
folhas sdo escamiformes e verde-escuras, com um verde mais brilhante na parte
inferior, onde as glandulas ovais se localizam, contendo uma resina de odor
caracteristico, intenso, sabor picante, balsamico e canforaceo (Figura 3). Possuem de
15 a 20 metros de altura e necessitam de solos profundos para desenvolver-se, com
pH de 5,2 a 7.0 (NASER et al., 2005; STANGERLIN et al., 2008; TSIRI et al., 2009;
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BRASIL, 2011). Quanto a disponibilidade de agua, sdo bastante tolerantes,
mostrando-se adaptaveis de solos secos a pantanosos (EDWARDS; DIXON, 1995).

No Brasil, T. occidentalis € popularmente conhecida como “cipreste” ou “tuia”,
e tem seu cultivo voltado quase que exclusivamente para o ambito ornamental, em
projetos de paisagismo, assim como também ocorre na Europa (STANGERLIN et al.,
2008; TSIRI et al., 2009):

Entretanto, diversos estudos com essa espécie mostram uma rica Composicao
fitoquimica, havendo sido notada a presenca de saponinas, fendis, taninos, aminas,
mucilagens, compostos lacténicos, carotenos, 6leo essencial, terpenos, triterpenos,
canfora e esteroides (CASTELLON et al., 2000; TSIRI et al., 2009). Acucares
redutores, polissacarideos e minerais solUveis em agua, acido livre, agentes tanicos,
cumarinas e flavonoides também foram identificados neste material vegetal (NASER
et al., 2005; ALVES et al., 2014).

Figura 3 - Folha de Thuja occidentalis Linn.

Fonte: Dados da pesquisa

Dentre esses metabdlitos, os flavonoides sdo um grupo de importancia quimica
e farmacoldgica para a T. occidentalis L. (FIGUEIREDO et al., 2014), sendo (+/-)-
catequina, (-)-galocatequina, mearnsitrina, miricetina, procianidida B-3, prodelfinidina,
quercetina, quercitrina, canferol e canferol-3-O-a-ramnosideo (CASTELLON et al.,

2000; NASER et al., 2005), mearusitrina, bilobetina e o biflavon6ide amentoflavona,
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0s compostos flavonoidicos evidenciados na espécie (GRUENWALD; BRENDLER,;
JAENICKE, 2000).

A presenca dos diferentes metabdlitos secundarios € responsavel pelas
atribuicdes farmacologicas descritas na literatura. Na medicina popular, h& relatos da
utilizac&o dessa planta medicinal no tratamento de catarro brénquico, cistite, psoriase,
carcinomas uterinos, amenorreia e reumatismo (CHANG et al., 2000). Ja seu potencial
imunoestimulante e antiviral foi observado em varios modelos de testes in vitro e in
vivo (NASER et al, 2005). Propriedades antioxidantes hepatoprotetora,
antiulcerogénica, anticancer e antidiabéticas também foram relatadas (ALVES et al.,
2014; JASUJA et al., 2015).

A tintura de T. occidentalis e suas diluicbes demonstraram aplicacdo no
tratamento de infeccbes agudas e cronicas do trato respiratério superior, no
tratamento de verrugas, papilomas e condilomas, até mesmo aqueles provocados
pelo papilomavirus humano (HPV). Ja o extrato metandlico mostrou 6timo potencial
contra cepas de Escherichia coli, Citrobacter, Shigella flexenari, Yersinia aldovae,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, além de bons resultados contra
Saccharomyces cereviciae, Candida albicans, Aspergillus parasiticus, Trichophyton
rubrum e Yersinia almenova (JAHAN et al., 2010; JASUJA et al., 2015). Nos trabalhos
realizados por TSIRI e colaboradores (2009) e por ALVES (2014), a atividade
antifingica contra Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida
krusei e Candida parapsilosis foi observada.

Um estudo mostrou que a ingestédo da planta fresca ndo é adequada, podendo
levar a quadros de intoxicacdo. Os principais sintomas sédo vémitos, dor no estbmago,
diarreia e, em quadros mais graves, pode-se estender a convulsdes cronicas e
toxicidade hepética e renal (NASER et al., 2005). Esses efeitos sdo relatados devido
a alta concentracdo de tujona nas folhas frescas (AKKOL et al., 2015).

A pesquisa realizada com o 6leo essencial retirado das folhas evidenciou a
presenca significativa de cetonas, principalmente alfa-tujona, beta-tujona e fenchona
(TSIRI et al., 2009). Dentre estes, a alfa-tujona, uma cetona monoterpénica (Figura 4),
destacou-se por ter sido o composto marjoritario, chegando a um percentual de
62,12%. Por esse motivo, seu uso deve ser moderado (NASER et al., 2005; ALVES
et al., 2014).
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Figura 4 - Estrutura quimica da alfa-tujona.

CH,

H,C CHs

Fonte: Autoria propria.

Apesar disso, 0 0leo essencial desse material vegetal comprovou beneficio
terapéutico em tratamentos da sindrome do ovario policistico (SOP) e bom potencial
antitumoral (KHUDA-BUKHSH et al., 2011; AKKOL et al., 2015). J& o estudo de
toxicidade aguda, feito a partir do extrato etandlico de T. occidentalis L., mostrou bons
resultados. Com uma DLso de 2.312 mg/Kg de peso do animal, o extrato foi
considerado de baixa toxicidade e enquadrado na categoria 5, segundo o Globally
Harmonized System (GHS) e também néo apresentou efeito abortivo direto ou indireto
(ALVES, 2014).

2.4 FILMES MUCOADESIVOS COMO FORMA FARMACEUTICA

2.4.1 Cavidade oral

A cavidade oral tem sido proposta como um local potencial de administracao
medicamentosa, por ser facilmente acessivel, e pelo fato de sua estrutura permitir uma
terapia local ou sistémica. E altamente vascularizada e tem fluxo sanguineo
relativamente rapido (2,4 mL/min/cm?) (RUSSO et al., 2016). Além disso, a mucosa
oral é considerada menos suscetivel a danos ou irritacfes potenciais relacionadas a
medicamentos ou excipientes possuindo uma rapida renovacao celular (5 a 6 dias)
(P1ZzOL, 2009; PATEL; LIU; BROWN, 2011; MEHER et al., 2013).

Contudo, a permeabilidade da regido € moderada, devido a sua estrutura
estratificada, o que pode dificultar a entrega sistémica de farmacos (SOUSA, 2018).

Estudos de permeacéo bucal indicam que o mecanismo de absorcdo predominante é
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a difusdo passiva do farmaco, através das membranas lipidicas (PATEL; LIU;
BROWN, 2011).

Trés tipos de mucosa podem ser encontradas na boca (Figura 5): a mucosa
mastigatoria, encontrada no palato duro e gengiva; a mucosa especializada, presente
na superficie dorsal da lingua e a mucosa de revestimento, recobrindo o assoalho
bucal, ventre de lingua, palato mole e superficie jugal e compondo aproximadamente
60% da area total da superficie oral de um ser humano adulto (PATEL; LIU; BROWN,
2011; AGUIAR, 2016; SOUSA, 2018).

A mucosa oral apresenta funcao de protecao, sensacao, secrecao e € adaptada
ao ambiente umido da boca, causado pela presenca de uma camada de muco
(AGUIAR, 2016). Esse muco tem um aspecto viscoso e heterogéneo e € composto
por mucinas, uma glicoproteina responsavel por aferir consisténcia de gel, por lipidios,
hidratos de carbono, sais inorganicos e agua. Essa ultima representa mais de 95% do
total (PEREIRINHA; FIGUEIRAS, 2014; FAVACHO, 2018).

Figura 5 - Representacdo esquematica das diferentes mucosas orais.

Labio superior

Parte inferior
da lingua

Mucosa alveolar

Palato duro
Gengiva
Palato mole
Bochecha Assoalho da boca
Lingua

Labio inferior

[ Mucosa mastigatéria
Mucosa de revestimento

D Mucosa especializada
Fonte: Adaptado de SQUIER; KREMER, 2001.

2.4.2 Mucoadesao

A mucoadesdao esta representada esquematicamente na figura 6, e € um termo

empregado para descrever a interagdo que ocorre entre dois materiais, onde um deles
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€ uma superficie biolégica (AGUIAR, 2016). No caso dos filmes mucoadesivos, a
interacdo ocorre entre a superficie do polimero constituinte com as mucinas presentes
no muco oral (SOUSA, 2018).

Para uma melhor elucidacdo, geralmente divide-se o mecanismo de
mucoadesao em dois estagios: contato e consolidacao. O primeiro caracteriza-se pelo
estabelecimento de um contato permanente entre o polimero e a camada de muco.
Ocorre a transferéncia de moléculas de agua do muco para o polimero induzindo sua
adesdo a mucosa. Ja o estagio de consolidacdo é quando interacdes fisico-quimicas
(ligacbes ibnicas, de Van der Walls, de hidrogénio e hidrofébicas) séo estabelecidas
entre a malha polimérica e o muco, o que fortalece a ligacdo bioadesiva, conduzindo
a uma adesdao prolongada (TARDELLI, 2010; COUTO, 2015; AGUIAR, 2016; SOUSA,
2018).

Certos aspectos fisiologicos da cavidade oral também desempenham papéis
significativos nesse processo, incluindo pH, volume de fluido, atividade enzimatica e
permeabilidade da mucosa oral (PATEL; LIU; BROWN, 2011).

Figura 6 - Interagdo entre a mucina presente na mucosa oral e os polimeros

constituintes do filme mucoadesivo.

Membrana oral

Fonte: Adaptado de TARDELLI, 2010.
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2.4.3 Filmes mucoadesivos

As preparacfes mucoadesivas sdo amplamente utilizadas para administrar
medicamentos na cavidade bucal. H4 registro de estudos com adesivos, filmes, géis,
pomadas e até mesmo comprimidos como formas de dosagens bioadesivas para a
regidao bucal (KRAISIT et al., 2018).

Esses sistemas mucoadesivos tém como vantagens a prevencao do efeito de
primeira passagem, necessitando de uma dosagem muito menor quando comparada
a formas de administracdo oral, por evitar a degradagédo géastrica do medicamento.
além de fornecer um inicio de acdo mais rapido e melhor biodisponibilidade. Além
disso, ndo necessitam de agua para administracdo (RUSSO et al., 2016; LI et al.,
2017; FAVACHO, 2018).

Séo formas farmacéuticas especialmente interessantes para populagbes
pediatricas e geriatricas, que comumente apresentam quadros de disfagia ou que
receiam a asfixia (GARSUCH; BREITKREUTZ, 2010; BARROCO, 2013;
ELEFTHERIADIS et al., 2019).

Os filmes, em particular, sdo uma alternativa farmacéutica favoravel devido a
sua flexibilidade, espessura e por possuirem dimensdes reduzidas, geralmente
variando de 2 a 10 cm?, espessura inferior a 1 mm e formato variado (MARTO;
SALGADO; ALMEIDA, 2011; BARROCO, 2013; BODINI, 2015). E uma forma cémoda,
gue permite facil retirada em casos de emergéncia e maior precisdo de dose quando
comparados a outros sistemas bucais de administracdo como géis, cremes ou
pomadas (P1ZZOL, 2009; PATEL; LIU; BROWN, 2011; KRAISIT et al., 2018).

Os pontos cruciais para essa forma farmacéutica sdo suas propriedades de
umedecimento, desintegracdo, efeito da mucoadesdo e a liberacdo do farmaco
(BORGES et al., 2015). Sao formados por matrizes poliméricas complexas, que pode
ser originada a partir de varios componentes, de acordo com a entrega desejada para
o farmaco (ALOPAEUS et al., 2020).

Segundo TARDELLI (2010) os polimeros mais empregados nos Estados
Unidos da América sdo as gomas de amido, carboximetilcelulose, carragena, locusta,
pululana, xantana e konjac.

N&o se deve confundir filmes orodispersiveis (ODFs) com filmes mucoadesivos
(MBFs). A Farmacopeia Europeia (Ph.Eur. 92 ed, 2017) os diferencia da seguinte
forma: o primeiro sendo destinado a rapida desintegracéo e degluticdo, o segundo
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como uma formulacao de liberac&o prolongada de acao local ou sistémica (BORGES
et al., 2015; SPEER; PREIS; BREITKREUTZ, 2019). Este ainda pode desintegrar-se
com o tempo ou ndo, onde seria necessaria a remocao manual (ALOPAEUS et al.,
2020).

Também chamados de peliculas, os filmes foram introduzidos no mercado no
ano de 2001 pela Pfizer®, com a designacdo Thin-Strips® (Listerine PocketPaks)
fabricados para o combate ao mau halito e gengivites (MARTO; SALGADO;
ALMEIDA, 2011). A partir disto, comecgou-se a pesquisar a utilizacdo desta forma
farmacéutica para diferentes finalidades.

Nos estudos de LI e colaboradores (2017) e de SOUSA (2018), foram
desenvolvidos filmes analgésicos locais a base de tramadol e anestésicos locais
utilizando lidocaina e prilocaina como agente ativo, respectivamente. Registros de
boas respostas para filmes orais foram encontrados em prepara¢cdes contra nauseas
e vdmitos com metoclopramida (ALMEIDA; LOPES; CHAUD, 2012), para o tratamento
da hipertenséo, utilizando o propranolol, e antifingico, a partir de nitrato de miconazol
(ABRUZZO et al., 2012; TEJADA et al., 2017; KRAISIT et al., 2018). Substancias
como: naproxeno, salbutamol e progesterona também foram formuladas como filmes
mucoadesivos e mostraram-se terapeuticamente satisfatérias (MEHER et al., 2013).

Formulacdes utilizando-se das propriedades farmacolégicas de extratos
vegetais também foram observadas, como foi o caso de Curcuma longa (acafrao),
utilizada para a obtencéo de efeito anticandida e do extrato de Cordia verbenacea

(erva baleeira) pela sua capacidade anti-inflamatéria (BODINI, 2015).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

A identificacdo da espécie foi previamente realizada pela pesquisadora e
curadora Dra. Rita de Cassia Araujo Pereira e a exsicata depositada no Herbario
Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), sob o n® 87.752 (ALVES, 2014).

Foram coletadas, no més de agosto/2018, as folhas de Thuja occidentalis,
obtidas a partir de mudas cultivadas no municipio do Cabo de Santo Agostinho - PE
(8°29'86,07”S e 35°06’45,29"W). Apos a coleta, o material vegetal fresco foi lavado
com &agua destilada, aspergido com alcool etilico a 70 % (v/v) (Santa Cruz®) e seco
em estufa de ar circulante (EthikTechnology®, 420/3D) por 120 horas (5 dias) a
temperatura de 40 °C. O material seco obtido foi triturado em moinho de facas (SL-31
Solab®), obtendo-se um p6 seco que foi acondicionado em recipientes de vidro vedado
e sob auséncia de luz. O material vegetal foi tratado de acordo com trabalho prévio
com T. occidentalis (ALVES, 2014).

3.2 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO DE Thuja occidentalis

Para preparacao dos extratos, utilizou-se a planta seca e triturada na proporgao
de 10 % (p/v). Como liquido extrator, foi empregada uma solu¢éo hidroalcodlica a 70
% (Santa Cruz®). O processo de digestdo foi realizado sob aquecimento a 40 °C e
agitacdo mecanica a 250 rpm por 60 minutos. Apés a digestdo, o extrato obtido foi
filtrado em algoddo e armazenado em frasco ambar até o momento da utilizac&o
(ALVES, 2014)

3.2.1 Controles de qualidade fisico-quimicos do extrato etandlico a base de T.

occidentalis
3.2.1.1 Determinacao do pH
O pH das formulacgées foi verificado utilizando um pHmetro digital (Micronal®)

previamente calibrado com solu¢cfes-tampéao de pH 4,0 e 7,0, em triplicata, seguindo

a metodologia da Farmacopeia Brasileira 62 ed (BRASIL, 2019).
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3.2.1.2 Determinacao da densidade relativa

Para determinacéo da densidade relativa, foi utilizado um picnémetro limpo e
seco com capacidade para 25 mL, previamente tarado, que foi preenchido com o
liquido padréo (Agua destilada a 20°C) e pesado em balanca analitica (Shimadzu®)
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 picndémetro foi
lavado com a amostra na mesma temperatura e pesado, preocupando-se em o secar
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 formulas 1 e 2 (BRASIL, 2019).

Férmula 1:

d20 — Mextrato
207
agua

Em que:
Meyirato = Massa do extrato que ocupa o volume V do picnémetro;

Msgua = Massa de agua pura que ocupa o mesmo volume V do picnémetro.

Férmula 2:

P20 = 0,99820.d33 + 0,0012
3.2.1.3 Determinacéo do grau alcodlico

O grau alcodlico foi determinado utilizando-se alcobmetro centesimal. O extrato
a 20°C foi colocado em uma proveta de tamanho suficiente para que o alco6metro
nédo tocasse no fundo. O alcodmetro foi imerso, e quando atingiu uma posicédo de
equilibrio sua graduacao foi verificada, determinando o teor alcodlico do extrato em
grau Gay-Lussac (°G.L.) (BRASIL, 2019).
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3.2.1.4 Determinagédo do residuo seco

Em pesa-filtros previamente tarados, foram medidos 2 mL do extrato etanolicos
e, em seguida, evaporadas em banho-maria até a secura. Os residuos foram
colocados em estufa de secagem (Ethik®) a 105 + 2 °C por 3 horas, resfriados em
dessecador, em presenca de gel de silica anidro, e pesados. O resultado foi expresso
em relacdo a 100 mL do extrato, obtendo-se o percentual massa/volume referente a
média de trés determinacdes (BRASIL, 2019).

3.2.1.5 Determinacao do perfil térmico

Foi utilizada a técnica de termogravimetria (TG), utilizando-se uma
termobalanca, modelo DTG-60H (Shimadzu®). As amostras foram pesadas (5,0 mg +
0,05) em porta-amostras de platina, e a analise foi realizada com a razdo de
aquecimento de 10°C.min?, sob uma faixa de temperatura de 20 a 600°C, em
atmosfera de nitrogénio com fluxo de 100 mL.mint. Antes do inicio dos ensaios, foi
realizado o branco com o porta-amostra de platina vazio para avaliar a linha de base
do sistema. E a calibracdo do equipamento foi realizada com o padréo oxalato de
célcio (adaptado de SILVA, 2019)

3.3 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA
DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS POR
ESPECTROFOTOMETRIA NO UV

Teve-se por objetivo desenvolver um método, por diluicdo direta com AICls,
para quantificacdo de flavonoides totais expressos em quercetina para o extrato

etandlico a 70% das folhas de T. occidentalis.
3.3.1 Matérias-primas
Foram utilizados: cloreto de aluminio Sigma-Aldrich® (Lote:STBF3916V),

metanol Quimica Moderna® (Lote:08660) e como padrdo, quercetina Sigma-Aldrich®
(Lote:STBD6011V).
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3.3.2 Desenvolvimento do método analitico

No desenvolvimento do método, foram avaliados os seguintes parametros:
concentracéo ideal da solucdo extrativa, determinacdo do comprimento de onda de
leitura, volume necesséario da solugdo de cloreto de aluminio a 2,5% (m/v) e
determinacdo da curva-padrdo (adaptado de PEIXOTO SOBRINHO et al.,, 2012;
LYRA, 2013 e SILVA, 2019)

3.3.2.1 Obtencé&o da solucéo extrativa e solugdo méae

A solucdo extrativa foi obtida segundo o item 3.2 e diluidas numa concentracéo
de 1mg/mL (solucdo mée) de acordo com os dados do residuo seco do extrato,

previamente realizado.

3.3.2.2 Selecéo do comprimento de onda e diluicdo das amostras

Uma série de amostras, diluidas a partir da solugdo mée (1mg/mL) foram
submetidas a varredura em espectrofotdmetro (UV/Vis-mini-1240, Shimadzu®) na
faixa de 200 a 600 nm, apds 30 min da adicdo de 2 mL de solu¢do metandlica de AICIs
(2,5%, mlv), para identificacdo da diluicdo e do comprimento de onda que
apresentassem o valor de absorvancia mais adequado para o método. Como branco,
foi utilizada uma solugdo de compensacao preparada da mesma forma que a amostra,

sem adicéo de AICls.

3.3.2.3 Determinacao do tempo de leitura

Foram realizadas leituras das amostras a 409 nm no tempo O de reacgao e
depois nos intervalos 5, 15, 30, 45 e 60 minutos apos adi¢cdo da solucdo metandlica
de AICls. Os bal6es, contendo as amostras, foram envoltos em papel aluminio, durante
todo o procedimento, para evitar interferéncias do fator luminosidade. A andlise foi

realizada em triplicata.
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3.3.2.4 Avaliacdo do volume da solugéo de cloreto de aluminio

Para a determinar o volume adequado da solucéo de cloreto de aluminio 2,5%
(m/v), foi verificado o perfil de variagdo das absorbancias, apos adigdo dos volumes
0,05 mL, 0,1 mL, 0,25 mL, 0,5 mL, 1 mL e 2,0 mL da solug&o na faixa de 200 a 600

nm. O extrato sem AICls também foi observado. O estudo foi realizado em triplicata.

3.3.2.5 Desenvolvimento da curva-padréao

Para escolha dos pontos da curva-padréo, foi feita uma curva-teste com 10
pontos nas seguintes concentracdes: 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0 e 20,0
Mg/mL de quercetina, a fim de avaliar o melhor intervalo de concentragdes, baseada
na concentracdo da amostra. Na curva teste foram adicionados 2mL de solugéo
metandlica de AICIz (2,5%, m/v) e completados para 10 mL com agua destilada. As
solucBes foram armazenadas ao abrigo de luz por 30 minutos, e posteriormente foi

feita a leitura em espectrofotometro (409 nm).

3.3.3 Validacéo dos procedimentos analiticos

A validacdo do método foi realizada de acordo com o que é estabelecido pela
RDC n°166 de 2017 (BRASIL, 2017).

3.3.3.1 Seletividade

Esse parametro foi verificado através da sobreposicdo dos espectros das
amostras obtidas, a partir da solugcéo extrativa com e sem adicdo de AlCls (2,5% m/v)
e do padrdo quercetina com AICls, obtidos no intervalo de comprimento de onda

compreendido de 200 a 600 nm.
3.3.3.2 Linearidade
A linearidade da resposta espectrofotométrica para o procedimento em estudo

foi verificada a partir da analise de trés curvas auténticas, construidas com amostras

da solucéo extrativa em cinco niveis de concentracao (0,100; 0,125; 0,150; 0,175 e
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0,200 mg/mL), compreendendo o intervalo de 80% a 120%. As curvas foram
construidas empregando os valores médios das absorvancias em funcdo da
concentracdo. Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente, através do
célculo de regressao linear pelo método dos minimos quadrados, a fim de definir o
coeficiente de determinacdo (R?), adotando R?> 0,99 como valor minimo para

aceitacao.

3.3.3.3 Robustez

O ensaio para determinacdo da robustez do método foi realizado a partir da
variacdo dos seguintes parametros: volume da solucdo metandlica de AICIs (90, 100
e 110%), tempo de leitura (25, 30 e 35 min) e luminosidade (auséncia e presenca de
luz). As amostras foram preparadas em triplicata.

3.3.3.4 Precisao

A preciséo foi avaliada por meio de dois niveis: repetibilidade (preciséo intra-
corrida) e precisdo intermediaria (precisdo intercorridas). Para calcular a
repetibilidade, em um Unico dia, um analista determinou a concentracdo de seis
amostras a 100% da concentracéao teste, individualmente preparada. Para andlise da
precisdo intermediaria, um outro analista, no dia posterior ao ensaio de precisdo
avaliou a concentracdo de seis amostras a 100% da concentracdo teste, também

preparadas individualmente.

3.3.3.5 Exatidao

A exatiddo foi avaliada por ensaios de recuperagdo, atraves da adicdo de
guantidades conhecidas da solucdo padrdo de quercetina (3,0; 6,0 e 9,0 pg/mL)
equivalente a 50, 100 e 150% da concentracdo a amostras preparadas na
concentragcdo estabelecida como 100%. A andlise foi realizada em triplicata e os

valores de recuperacao (%) foram determinados através da formula 3.
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Férmula 3: Recuperacio%=Ce/Ct x 100

Onde: Ce = Concentracdo média experimental

Ct = Concentracéo teorica

3.3.4 Determinacdao do teor de flavonoides totais

Uma aliquota de 1,5 mL da solucdo mé&e do extrato, preparada com agua
destilada na concentracdo de 1,0 mg/mL foi transferida para um baldo de 10 mL.
Posteriormente, foi adicionado 0,100 mL de uma solucdo metandlica de cloreto de
aluminio é 2,5%, e o volume do baldo foi completado com agua destilada. As amostras
permaneceram ao abrigo de luz por 30 minutos, a temperatura ambiente. As
absorvancias das amostras foram lidas no comprimento de onda de 409 nm. Uma
solucdo de compensacdo sem a presenca da solucdo de AICIs (2,5%) foi utilizada
como branco. As amostras foram preparadas em triplicata.

A curva de calibracao foi preparada com os seguintes pontos: 3,0; 4,0; 6,0; 8,0
e 9,0 yg/mL de quercetina, preparados da mesma forma que as amostras. O teor de
flavonoides totais foi calculado a partir da equacéo da reta e expresso em mg EQ%/g

de extrato.

3.4 SECAGEM DO EXTRATO ETANOLICO

O extrato foi seco por evaporacdo de solvente e o manitol (Nuclear®) foi
utilizado como adjuvante de secagem. Realizou-se 10 ciclos de secagem. O extrato
etandlico foi incorporado ao manitol na proporcéo 1:1 (100 mL de extrato para 100 g
de manitol) em batedeira planetaria (Arno®), por 3 minutos. Apés a incorporacéo, o
material foi colocado em uma estufa de circulacéo de ar (EthikTechnology®, 420/3D)
a 40 = 5°C, por 2h, sob pressdao atmosférica. O processo de adicdo do extrato
etandlico foi repetido 10 vezes para obtencdo de um material final na proporgéo 10:1
de extrato:manitol. Na Ultima etapa, o material permaneceu por 4h na estufa, para
completa remocao do solvente. O produto formado foi acondicionado a temperatura

ambiente e sob abrigo de luz.
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3.4.1 Controles de qualidade fisico-quimicos do extrato seco a base de T.

occidentalis.
3.4.1.1 Perda por dessecacao (método gravimétrico)

Pesaram-se aproximadamente 2 g da amostra, em um pesa-filtro previamente
dessecado por 30 minutos a 105 +2 °C, e resfriado a temperatura ambiente em
dessecador. A amostra foi distribuida de maneira uniforme pelo pesa-filtro e colocada
pra secar em estufa (Ethik®) destampada, com a tampa também na camara de
secagem. Apds 2 horas a amostra foi resfriada em dessecador e pesada. O processo
foi repetido até peso constante, adicionando-se 1h a cada novo ciclo. Ao final, a
porcentagem de perda por dessecacdao foi calculada através da férmula 4 (BRASIL,
2019).

Formula 4: % perda por dessecagdao = PuP;PS x 100

Onde:
Pa = peso da amostra;
Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacéo;

Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra ap0s a dessecacao.

3.4.1.2 Determinacao granulométrica

Para determinacdo da distribuicdo granulométrica, pesaram-se cerca de 10 g
do extrato seco, submetido a vibracdo (Agitador de peneiras Bertel®) por 15 min em
tamises com as seguintes malhas: 30, 40, 60, 100, 200 de acordo com a classificagéo
ABNT, correspondentes as aberturas das malhas de 600, 425, 250, 150 e 75 um,
respectivamente. Através das curvas de passagem e retencéo, calculou-se o tamanho
médio de particulas (BRASIL, 2019).
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3.4.1.3 Espectrofotometria de absorgéo na regido do infravermelho por Transformada
de Fourrier (FTIR)

O espectro de absor¢céo na regido do infravermelho médio foi obtido utilizando
0 equipamento PerkinElmer® (Spectrum 400), com dispositivo de reflectancia total
atenuada (ATR) com cristal de selénio. A anadlise foi realizada por varredura das

amostras na regido compreendida entre 4000 a 650 cm™.

3.4.1.4 Determinacéo do perfil térmico do extrato seco

Foi realizado conforme descrito no item 3.2.1.5

3.5 TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO DO EXTRATO
ETANOLICO E SECO DE Thuja occidentalis.

Para avaliacdo da atividade antifungica foram utilizadas cepas de C. albicans,
C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis e C.tropicalis, todas recém isoladas e
provenientes de amostras clinicas de pacientes do Departamento de Micologia da
Universidade Federal de Pernambuco.

Os testes de sensibilidade antifungica in vitro foram realizados utilizando o meio
de cultura RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato de sodio, pH 7,0 + 0,1, com
acido morfolinopropanosulfénico (MOPS, 0,165 mol/L). O meio de cultura foi
esterilizado em membranas de 0,22 ym. Os extratos fluido e seco foram diluidos em
agua ultrapura a uma concentracao inicial de 1.024 ug/mL sendo diluida de forma
seriada nas concentragdes de 512 pg/mL, 256 pg/mL, 128 ug/mL, 64 ug/mL, 32
pg/mL, 16 pg/mL, 8 uyg/mL, 4 pg/mL e 2 ug/mL.

Para o preparo do inéculo as leveduras foram mantidas em meio Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) e incubadas a 35 °C. As suspensdes dos isolados foram
preparadas em solucéo salina, e sua densidade ajustada de acordo com a escala 0,5
de MacFarland em 90% da transmitancia utilizando um espectrofotdmetro (Genesys®
10s UV-Vis) a 530 nm. O volume do indculo foi ajustado para 5,0 mL de solucdo salina
esterilizada e posteriormente diluido em RPMI 1640 para uma concentragdo de 2-

5x103 céls/mL.
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Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas microplacas de fundo chato
com 96 pocos. O inéculo foi adicionado aos poc¢os com as fracfes a serem testadas,
sendo a pendultima e ultima coluna da placa reservadas para os controles positivos
+(meio contaminado com a cepa) e negativos (meio puro). As placas foram incubadas
a 35 °C por 48 horas e a determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi
realizada em relacdo ao poco controle. O teste foi realizado em duplicata (BRASIL,
2003).

3.6 OBTENCAO DE FILMES MUCOADESIVOS CONTENDO EXTRATO DE Thuja

occidentalis.

3.6.1 Desenvolvimento das formulacfes base dos filmes mucoadesivos

Por ser o principal componente do sistema, foi feita uma planificacdo qualitativa
testando 4 (quatro) diferentes polimeros como elemento mucoadesivo da formulacéo,
sendo eles: Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), Goma de celulose (Cekol®) e
Carboximetilcelulose (CMC) e goma guar. Como plastificante e copolimero, foi
utilizado o sorbitol e o amido pré-gelatinizado (Starch 1500®), respectivamente.
Preparou-se empiricamente algumas formulacdes os componentes basicos para a
formacéao do filme (polimero mucoadesivo, plastificante e veiculo) a fim de determinar
a melhores concentracdes, chegando nos lotes observados na tabela 1.

Todos os filmes foram preparados por disperséo do polimero em agua destilada
pré-aquecida a + 80°C e sob agitacdo mecéanica constante. A adicdo dos polimeros
foi gradativa para evitar a formacéo de grumos do material. O material permaneceu
em agitacdo, até completa dispersdo do material. Adicionou-se o amido pré-
gelatinizado na formulacdo e, quando totalmente homogénea, esta foi resfriada a
50°C, onde o agente plastificante sorbitol, ja pré-solubilizado em agua, foi adicionado
e homogeneizado. O volume final de 100 mL foi completado com agua destilada
(adaptado de BODINI, 2015).

Os filmes foram preparados em formas de pléstico de 4,4 mm x 2,2 mm, onde
foram adicionados 2 mL da formulagcdo. O material foi colocado em estufa de
circulacéo de ar (EthikTechnology, 420/3D) a 40°C, até sua completa secura.

O esquema ilustrativo do método de obtencéo dos filmes-base esta descrito na

figura 7.
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Tabela 1 - Lotes de bancada das formulagdes base dos filmes orais desenvolvidos.

FORMULACAO LB1 (%) LB2 (%) LB3 (%) LB4 (%) FUNCAO
HPMC 2,0 - - -
Polimeros

Goma de celulose - 2,4 - - _

mucoadesivo
Goma Guar - - 0,5 -
CMC - - - 0,8
Amido pré-gelatinizado - 0,6 2,4 2,4 Copolimero
Sorbitol 5,0 50 3,0 50 Plastificante
Agua destilada g.s.p g.s.p g.s.p g.s.p Veiculo
Total (%) 100 100 100 100

Legenda: LB= Lote de bancada; HPMC= Hidroxipropilmetilcelulose; CMC=
Carboximetilcelulose; g.s.p= Quantidade suficiente para

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 7 - Esquema do processo de obtencao dos filmes a base de HPMC, Goma de

celulose, CMC e Goma guar.

Preparacéo dos filmes

Aquecimento da

Agitacdo mecanica

Dispersao lenta do

Adicéo do amido*

agua (% 80°C) - constante - polimero -
Secagem do Distribuig&o das _ _ o Resfriamento
. Ajuste final Adicdo do do sist
material formulagbes | _ 0 sistema
do volume sorbitol 500C
(40°C) nas formas ( )

*Apenas nas formulacdes de CMC, goma de celulose e goma guar

Fonte: Dados da pesquisa.
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Apoés estabelecer os melhores lotes base para cada um dos polimeros, eles

foram preparados da mesma forma do item 3.6.1, porém com a adi¢cao dos seguintes

componentes: metilparabeno como conservante, acido citrico como estimulante de

saliva, xilitol como edulcorante e do extrato a base de T. occidentalis (DIXIT; PUTHLI,
2009; ALMEIDA; LOPES; CHAUD, 2012). Com o extrato seco foram preparados

filmes com 5% e com o extrato etandlico os filmes foram produzidos com 10% (Tabela

2). Adicionaram-se 2 mL dessas formula¢des nas formas dos filmes e o material foi

seco em estufa de circulacdo de ar nas mesmas condi¢des descritas também no item

3.6.1.

Tabela 2 - Formulacgdes finais dos filmes mucoadesivos

FORMULACAO LB5 (%) LB6 (%) LB7 (%) LB8(%) LB9 (%) LB10 (%) FUNCAO
Extrato seco de Thuja
. . 5,0 5,0 50 - - -
occidentalis Insumo
Extrato etandlico de 10,0 Farmacéutico
. . . - - - 10,0 10,0
Thuja occidentalis
HPMC 2,0 - - 2,0 - -
Polimeros
Goma de celulose - 24 - - - - ]
mucoadesivos
Goma Guar - - 0,5 - 0,5 -
CMC - - - - - 0,8
Amido pré- i
- - 0,6 2,4 - 2,4 2,4 Copolimero
gelatinizado
o ) Estimulante de
Acido citrico 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 ]
saliva
Xilitol 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 Edulcorante
Metilparabeno 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 Conservante
] Plastificante e
Sorbitol 50 50 3,0 50 3,0 50
edulcorante
Agua destilada g.s.p g.s.p g.s.p g.s.p g.s.p g.s.p Veiculo
Total (%) 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Legenda: LB= Lote de bancada; HPMC= Hidroxipropilmetilcelulose; CMC=

Carboximetilcelulose; g.s.p= Quantidade suficiente para

Fonte: Dados da pesquisa



49

Apobs o preparo de todos os lotes acima, foi escolhido o melhor lote a partir do

extrato seco e o melhor lote a partir do extrato etandlico para dar continuidade ao

estudo, a partir de uma variagédo quantitativa no excipiente mucoadesivo (Tabela 3),

obtendo os lotes que sdo mostrados na tabela 4.

Tabela 3 - Niveis de variaveis do planejamento quantitativo do polimero mucoadesivo

da formulacéo

Niveis Goma de cel. (%) CMC (%)
-1 (Inferior) 1,8 0,6
0 (Central) 2,4 0,8
+1 (Superior) 3,0 1,0

Legenda: Goma de cel = Goma de celulose; CMC= Carboximetilcelulose

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 4 — Lotes de bancada obtidos a partir da planificagdo quantitativa dos

polimeros mucoadesivos

FORMULACAO LB11 (%) LB6 (%) LB12(%) LB13(%) LB10(%) LB14 (%) FUNCAO
Extrato seco de
: . . 5,0 50 5,0 - - -
Thuja occidentalis Insumo
Extrato etandlico de Farmacéutico
: . . - - - 10,0 10,0 10,0
Thuja occidentalis
Goma de celulose 1,8 2,4 3,0 - - - Polimero
CMC - - - 0,6 0,8 1,0 Mucoadesivo
Amido pré-
o 0,6 0,6 0,6 2,4 2,4 2,4 Copolimero
gelatinizado
. ] Estimulante de
Acido citrico 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 ]
saliva
Xilitol 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 Edulcorante
Metilparabeno 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 Conservante
Plastificante e
Sorbitol 5,0 50 50 50 50 50
edulcorante
Agua destilada g.s.p g.s.p g.s.p g.s.p g.s.p g.s.p Veiculo
Total (%) 100 100 100 100 100 100

Legenda: LB= Lote de bancada; CMC= Carboximetilcelulose; g.s.p= Quantidade

suficiente para

Fonte: Dados da pesquisa.
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Esses lotes foram avaliados de acordo com os controles de qualidade fisico-

guimicos indicados para a forma farmacéutica.

3.6.3 Controles de qualidade dos filmes mucoadesivos

3.6.3.1 Aspecto visual

Todos os filmes foram inspecionados macroscopicamente quanto a sua
uniformidade, observando presenca de manchas, bolhas e quanto a sua textura
(COUTO, 2015)

3.6.3.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Com auxilio de um estereoscopio, os filmes foram cortados de forma
transversal e longitudinal. Foram dispostos na superficie da fita de carbono sobre um
Stub, suporte de aluminio, e levadas ao Sputter Coater (Denton Vacuum Desk IV,
Moorestown, USA) para metalizacdo com ouro carreado por argonio em alta pressao.
ApOGs a metalizacdo, o material foi analisado no microscépio eletrénico de varredura
JSM 6390LV (Jeol LTD, Japédo) e as amostras representativas foram analisadas
utilizando-se uma velocidade de aceleracdo do feixe de 10 kV para obtencédo das

eletromicrografias.

3.6.3.3 Espessura dos filmes orais

A espessura do filme foi determinada usando um paquimetro Digital Caliper®
(0-150 mm). Cada filme foi medido em cinco posi¢des, no centro e em suas quatro
pontas e calculado o valor médio. A medi¢éo foi realizada em cinco filmes aleatorios,
onde calculou-se média, variancia e desvio-padrdo (GARSUCH; BREITKREUTZ,
20009).
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3.6.3.3 Uniformidade de peso

A uniformidade do peso dos filmes foi testada pesando-se cinco filmes
aleatérios individualmente em balanca analitica eletrénica Bioprecisa®, modelo

FA2104N, sendo calculado o peso médio, desvio-padrao e variancia (LI et al., 2017).
3.6.3.4 Tempo de desintegracao

Por ndo existir um método oficial para determinagéo do tempo de desintegracao
de filmes de mucoadesivos, optou-se por adaptar o método descrito na Farmacopeia
Brasileira 62 ed. O teste foi realizado em desintegrador Nova Etica®, modelo: 301-AC.
Os filmes foram colocados nos tubos da cesta e o equipamento foi acionado e a
contagem iniciada. O meio utilizado foi saliva artificial a 37 +0,5 °C e pH 7,0 a fim de
mimetizar as condi¢cdes naturais da cavidade oral. O teste foi realizado em triplicata

para cada formulacdo (adaptado de BRASIL, 2019)
3.6.3.5 indice de intumescimento

A absorcédo de agua foi determinada por gravimetria. Os filmes secos foram
pesados para anotar seu peso inicial. Em seguida, foram imersos em placas de Petri
com saliva artificial composta por 2,38 g/L de NazHPO4, 0,19 g/L de KH2PO4 e 8 g/L
de NaCl (MASHRU et al., 2005), pH 7,0 e temperatura ambiente, numa quantidade
suficiente para cobrir o material. Nos tempos de 1, 5, 15 e 30 min, 1, 4 e 24h, os filmes
foram retirados da placa e novamente pesados. O excesso de agua da superficie foi
removido com papel absorvente. O teste foi realizado em triplicata (adaptado de
P1ZZOL, 2009)

Para quantificar o processo de intumescimento, o indice de intumescimento foi

calculado baseando-se na férmula 5:

, £ . . . Wg—W
Férmula 5: Indice de intumescimento = (Sw—d) x 100
d

Onde: Wa é o peso do filme do polimero seco e Ws é o0 peso apds o intumescimento.
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3.6.3.6 Tempo de mucoadesao in vitro

O tempo de mucoadesao in vitro foi determinado utilizando um aparelho
de desintegracdo Nova Etica®, modelo: 301-AC modificado. A saliva artificial (pH 7,0),
mantida a 37 = 0,50 °C, foi utilizada como meio para o teste. A mucosa jugal de suino
utilizada no estudo foi obtida por doacao diretamente de um abatedouro da cidade de
Paulista/PE, apds o abate do animal. Aproximadamente 5 cm de comprimento desta
mucosa foi fixada em uma peca de metal circular, com cola de cianoacrilato, na
superficie ndo-mucosa. A superficie do filme mucoadesivo foi hidratada com saliva
artificial colocada em contato com a membrana mucosa e peca circular foi fixada
verticalmente ao aparelho e movida para cima e para baixo, de modo que o filme foi
completamente imerso na saliva artificial no ponto mais baixo e emergio no ponto mais
alto. O tempo necessario para que o filme soltasse completamente da superficie da
mucosa foi registrado (n = 3) (adaptado de LI et al., 2017).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO E CONTROLES FiSICO-QUIMICOS

A solucéo extrativa, obtida por digestédo, apresentou coloracdo verde escura,
odor caracteristico e um rendimento de 75%. Os controles de qualidade sao

mostrados a seguir (Tabela 5).

Tabela 5 - Controles de qualidade fisico-quimicos da solucao extrativa.

Parametro avaliado Resultado + DP
pH 5,39 + 0,020
Densidade relativa (g/mL) 0,92 + 0,091
Teor alcodlico (°GL) 67,0 + 0,577
Residuo seco (% p/v) 2,77 £ 0,213

Legenda: DP=desvio-padrao

Fonte: Dados da pesquisa

Esses ensaios sao de grande importancia para assegurar as caracteristicas do
produto obtido. Seguindo a classificacdo da Farmacopeia Brasileira 62 ed, o extrato é
considerado fracamente &cido. Esta caracteristica fornece indicativos gerais da
natureza dos compostos presentes no extrato (LYRA, 2013). A densidade relativa foi
de 0,92 g/mL, mostrando-se um pouco menor que a da agua. Esta caracteristica era
esperada pelo extrato ser obtido a partir do alcool etilico 70%, solvente extrator
utilizado e que ja possui densidade menor que a da agua. O titulo etandlico observado
foi de 67 °GL, mostrando que, a 20 °C, o extrato contém 67 partes de alcool etilico
para 100 partes de solucédo, corroborando com outros resultados para outros extratos
de T. occidentalis obtido por digestédo, que também mostraram uma pequena reducao
nesse indice apos extracdo. O residuo seco permite visualizar a quantidade de
substancias soélidas extraidas da planta através da eliminacdo do solvente, além de
ser um parametro utilizado para determinar a concentragdo do produto, que neste
caso obteve 2,77g de substancias sélidas em 100 mL de solucéo extrativa (ALVES,
2014; SILVA, 2016; BRASIL, 2019).
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4.1.1 Perfil térmico do extrato etanélico

O perfil térmico do extrato foi avaliado por termogravimetria (TG). Segundo a
Farmacopeia Brasileira (2019), essa é uma técnica em que se determina a variacdo
de massa de uma amostra em funcéo da temperatura ou tempo e aquecimento
(BRASIL, 2019). Através das curvas de TG € possivel também, conhecer a
estabilidade das substancias presentes na amostra.

A curva obtida para o extrato etandlico (Figura 8) apresentou um Unico evento
térmico, que se inicia em cerca de 40°C e finaliza em 66°C, representando um total de
75,2% de perda da amostra, podendo ser atribuida a composicao hidroalcodlica do

extrato.

Figura 8 Curva de TG do extrato etandlico de T. occidentalis.
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.2 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA
DETERMINAQAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS POR
ESPECTROFOTOMETRIA NO UV

4.2.1 Desenvolvimento do método analitico

4.2.1.1 Selecao do comprimento de onda e diluicdo das amostras

As amostras do extrato diluido e complexado com AIClz mostraram em seus

espectros de varredura, uma absorvancia méaxima variante entre 403 e 413nm, por
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possuir um pico mais largo, com isso selecionou-se o comprimento de 409 nm para
as leituras do método proposto (Figura 9). A diluicdo de 1,5 mL da solucdo mée do
extrato (1 mg/mL) para um baldo de 10 mL mostrou-se ideal para concentracao de

leitura das amostras, com uma absorvancia média de 0,445 nm e DPR 1,5%.

Figura 9 - Espectro de varredura do extrato de T. occidentalis comprovando o

comprimento de 409 nm como o de maior absorbancia.
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.2.1.2 Determinacéo do tempo de leitura

E necessario determinar o tempo ideal de complexacido dos flavonoides
contidos no extrato etanolico de T. occidentalis com o AICls, a fim de minimizar erros
sistematicos, uma vez que, em matrizes complexas e extratos, o perfil de formacéo
desses complexos pode mostrar-se diferente do observado para a substancia padrao
pura (LYRA, 2013).

Observando a cinética da reacgéo, foi possivel perceber que o tempo de leitura
€ uma variavel importante para este estudo, uma vez que a absorvancia da amostra
no momento zero da reagdo mostra uma variacdo consideravel quando comparada
com as leituras, apés alguns intervalos de tempo (Figura 10). A absorvancia maxima
foi obtida apdés 30 minutos de reacdo, caracterizando-a como uma complexacao
cinética lenta. A absorvancia maxima permaneceu constante até os 45 minutos de

reacdo. Aos 60 minutos, observou-se uma perda de absortividade das solucdes.
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Figura 10 - Avaliacdo da cinética de complexacao entre flavonoides e AlICl3
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Fonte: Dados da pesquisa

Como mostrado na figura 10 a cinética possibilita a determina¢éo do tempo de
leitura das amostras em 30 min, por ser o menor tempo de leitura que proporcionou a

leitura méxima de absorvancia.
4.2.1.3 Avaliagéo do volume da solugéo de cloreto de aluminio

A partir da andlise da variacdo do volume da solugdo metandlica de AIClz a
2,5% (m/v), disponivel para complexacdo dos flavonoides do extrato, foi possivel
afirmar que as amostras s@o sensiveis a esta alteracdo, sendo percebida pela

variagao nos valores de absorvéancias obtidos (Figuras 11 e 12)
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Figura 11 - Avaliacdo do perfil de absorbéancia obtido a partir da variagdo de volumes

da solucao de AlCls.
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 12 - Avaliagdo das curvas de absorvancia obtidas a partir da variagdo no
volume de AlCls.
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Fonte: Dados da pesquisa

O volume de 0,10 mL foi o que demonstrou o valor de absorvancia maxima no
comprimento de onda de 409 nm. Com o aumento do volume, foi observada uma

perca de absortividade nas amostras, o que segundo ALVES (2014), pode ser
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justificado pelo deslocamento do sentido da reacédo de complexacéo flavonoides : AI**,

mostrando que quantidades acima desse volume de AICI3 sdo excessivas no meio.

4.2.1.4 Desenvolvimento da curva padréo

Observou-se que a faixa ideal de absorcédo do padréo, quando correlacionado
com a absorcdo da amostra foi de 2,5 a 10,0 ug. Os pontos da curva, entdo foram
reajustados para 3,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 9,0 pg/mL de quercetina (Figura 13), permitindo
uma amplitude de absorvancia entre 200 a 650 nm.

Figura 13 - Curva de calibracéo da quercetina.
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.2.2 Validacéo dos procedimentos analiticos

4.2.2.1 Seletividade

Para que um método seja considerado especifico, ele deve possuir a
capacidade de identificar ou quantificar exatamente a substancia de interesse,
independente da contribuicdo de outros constituintes, como produtos de degradacéo,
impurezas, ou a matriz (BRASIL, 2017).

Extratos vegetais sdo matrizes complexas, por isso é necessario garantir que
esta matriz ndo interfira na identificacdo analito de referéncia. No caso de

determinacdo de flavonoides, utiliza-se o AICIz por ser um reagente capaz de
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complexar as moléculas de flavonoides da amostra, estabelecendo o complexo
estavel “flavonoide:AlP*” (Figura 14) de coloracdo amarela, cuja intensidade é
proporcional a concentracdo de flavonoides presentes na amostra (SAVI et al., 2017).
Além disso, esta complexacdo promove, em espectroscopia, deslocamento
batocromico (aumento do A) e intensificagdo das absor¢cbes, o que permite ser
guantificado sem sofrer influéncia de outros compostos fendlicos presentes na
amostra (PEIXOTO SOBRINHO et al., 2012).

Figura 14 - Esquema ilustrado da complexacédo do flavonoide quercetina com cloreto

de aluminio (AICI3) (A) e intensificagdo da colocagcédo amarela (B).
- L
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Fonte: MABRY, 1970 e dados da pesquisa.

Na figura 15, estdo apresentados os espectros de varredura obtidos para a
solucao referéncia de quercetina ap6s adicdo da solugdo metandlica de AICl3, em
compara¢ao com 0s espectros da solucao extrativa de T. occidentalis, antes e apds a
adicao de AlCls.

Observou-se que o0 espectro da amostra, quando complexado com AICls,
apresentou absorvancia numa faixa semelhante, mas n&o igual aos da quercetina
isolada, isto pode ser justificado pela presenca de outros flavonoides que influenciam

no comprimento de absorcdo maxima da amostra do extrato.
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Figura 15 - Espectros de varredura mostrando a seletividade do método.
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Fonte: Dados da pesquisa

4.2.2.2 Linearidade

Segundo a RDC n° 166 de 2017, a linearidade de um método deve ser
demonstrada por meio da sua capacidade de obter respostas analiticas diretamente
proporcionais a concentragdo de um analito em uma amostra. Através da média de
trés curvas realizou-se a analise de regressao linear através do método dos minimos
guadrados, onde foi comprovada a linearidade das cinco concentracées propostas
(Figura 16).

Figura 16 - Curva de regresséo linear obtida a partir da média de trés curvas auténticas
do extrato de T. occidentalis.
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Fonte: Dados da pesquisa.



61

Pelo método dos minimos quadrados obteve-se a equacado da reta y= 4,24x-
0,1072. A andlise de regresséo linear apresentou um coeficiente de correlacéo (R?)
de 0,9991, indicando que 99,91% da variacao existente nos valores de y (absorvancia)
séo explicadas pela regressao. Os dados estdo em conformidade com os critérios preé-
estabelecidos pela Anvisa (R?>0,990), comprovando uma boa relagéo linear entre o
aumento da concentracao do extrato e a resposta espectrofotométrica.

A adequacao do ajuste linear a curva de calibracéo foi confirmada através do
gréfico de residuo, que se mostraram distribuidos aleatoriamente em torno do zero,
sem tendéncias e com variancia constante, como mostra a figura 17, sendo este

considerado um resultado satisfatorio.

Figura 17 - Perfil da disperséo dos residuos do ensaio de linearidade.
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.2.2.3 Robustez

A robustez € um parametro que permite verificar a capacidade do método de
resistir a pequenas e deliberadas variagdes durante o processo. Esta etapa é
importante para determinar as precaucfes requeridas ao método em casos de
susceptibilidade a variacbes nas condi¢cdes analiticas. Os resultados da robustez

estdo sumarizados na Tabela 6, em relacdo aos parametros avaliados.
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Tabela 6 — Andlise do ensaio da robustez do método.

Teor de flavonoides

R L 0
Parametros Variaveis totais* (ug/mL) + DP DPR (%) Fatores
25 6,20 + 0,06 1,06 Fcalculado: 4,01
Tempo de ,
leitura (min) 30 6,23 £ 0,07 1,18 Ftabelado: 5,14
35 6,21+ 0,17 2,75
90 6,59 + 0,04 0,68 Fcalculado: 0,65
Volume de
AICls (%) 100 6,40 £ 0,04 0,66 Ftabelado: 5,14
110 6,56 + 0,14 2,13
Presenca de luz 6,31 £ 0,04 0,58 Fcalculado: 6,75

Luminosidade
Auséncia de luz 6,40 + 0,04 0,66 Ftabelado: 7,70

*Resultado expresso em quantidade de quercetina; DP= desvio-padréo; DPR%=
desvio-padrao relativo

Fonte: Dados da pesquisa.

A partir dos dados expostos foi possivel observar estatisticamente, através do
ANOVA fator Gnico, que o método se mostrou robusto uma vez que 0S F calculados foram
inferiores aos F tabelados, NA0 existindo variagcdo estatisticamente significativa, em um

nivel de 95% de confianca.

4.2.2.4 Precisao

O ensaio de precisdo é realizado com o intuido de avaliar a proximidade de
resultados obtidos a partir da utilizacdo do método a ser validado. Os resultados
obtidos para o parametro repetibilidade e precisdo intermediaria estdo dispostos na
Tabela 7.

Os procedimentos proporcionaram respostas espectrofotométricas precisas
nos dois niveis analisados. A repetibilidade é mostrada na primeira linha da tabela 5,
onde o analista 1, no dia 1 realizou o preparo de seis amostras a 100% em uma Unica
corrida analitica. A solucéo extrativa apresentou uma absorvancia média de 0,447 +
0,04 e Desvio-padréao Relativo (DPR) de 1,46%, sendo considerado um valor baixo.
Com isso, é possivel concluir que os resultados ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significativa.
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Tabela 7 - Andlise do ensaio de precisao.

Precisado

Amostras 1 2 3 4 5 6 Média DP DPR (%)
Analista 1/

Dia 1l 0,439 0,456 0,450 0,446 0,442 0,453 0,447 0,006 1,46
Analista 2/

Dia 2 0,444 0,440 0,445 0,442 0,446 0,443 0,443 0,002 0,49

Determinacgdes entre grupos: 0,445 0,003 0,69

DP= desvio-padrdo; DPR%= desvio-padrao relativo

Fonte: Dados da pesquisa.

A precisdo intermediaria € determinada quando comparados os resultados
encontrados no dia 1 com os resultados encontrados por outro analista no dia 2. O
DPR obtido quando comparados estas duas determinacdes foi de 0,69%. Os dados
também foram avaliados estatisticamente pelo ANOVA fator unico, tendo 0 Fcalculado <

Frabelado, 2,38 € 4,96 respectivamente.

4.2.2.5 Exatidao

A exatiddo é o parametro que correlaciona o valor tedrico esperado com o valor
real obtido. Foi determinado a partir de ensaios de recuperagao do marcador presente.
A tabela 8 apresenta os resultados alcancados por este ensaio, mostrando que o
método apresentou recuperacdo acima de 99% nas trés concentracdes avaliadas,
com um DPR maximo de 2,74%, considerado um valor satisfatério, podendo avaliar o
método como exato para quantificacdo de quercetina na amostra de estudo.
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Tabela 8 - Recuperacao da quercetina em amostras do extrato de T. occidentalis.

Nivel [ ]* Téorica [ ] Experimental Recuperagéo DPR

®  gmb) T (ugimL) media ) (%)
1 7,55

50 7,42 2 7,24 99,2 2,21 2,23
3 7,30
1 10,34

100 9,78 2 10,15 104,4 1,07 1,03
3 10,15
1 11,75

150 13,54 2 12,17 99,42 2,74 2,75
3 12,41

Legenda: [ ]= Concentracdo; DP= desvio-padrdo; DPR= desvio-padrao relativo

Fonte: Dados da pesquisa.

4.2.3 Determinagéo do teor de flavonoides totais

A partir da equacéo da reta obtida para a curva padréao (y=71,397x+0,0041),
com coeficiente de correlacao linear de 1, chegou-se a um teor de flavonoides totais,

expressos em quercetina, de 15,53 + 0,438 EQ%/g de extrato etandlico.

4.3 OBTENCAO E CONTROLES DO EXTRATO SECO A BASE DE T. occidentalis.

O extrato apresentou-se com coloracdo verde escura e odor forte caracteristico
do material vegetal (Figura 18).

A perda por dessecacdo expressa 0 percentual de substancia volatil de
gualquer natureza presente na amostra. Segundo a Farmacopeia Brasileira 62 ed,
extratos secos devem possuir uma perda por dessecagcao nao superior a 5% (p/p).
Para o extrato seco de T. occidentalis, obteve-se uma perda por dessecacao de 4,13%
10,09, estando dentro do limite estabelecido, o que é importante para assegurar uma

estabilidade microbiologica e até mesmo quimica ao material (LYRA, 2013).
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Figura 18 - Imagem macroscopica do extrato seco de T. occidentalis.

Fonte: Dados da pesquisa.

O po foi submetido a analise granulométrica, a fim de obter o tamanho médio e
conhecer o perfil de distribuicdo de tamanho das particulas do material. Através do
gréfico obtido, a partir da separacéo granulométrica do extrato seco de T. occidentalis
(Figura 19), é possivel perceber uma heterogeneidade quanto ao tamanho das
particulas. O material teve consideravel reteng¢ao a partir do tamis de abertura 150 pym
(22,43%), no tamis 75 ym foi onde houve maior retencdo do material (25,66%), porém,
um percentual consideravel do p6 (24,25%) ficou depositado no coletor. A partir do
ponto de interse¢cdo das curvas de retencao e passagem (Figura 20) chegou-se ao
tamanho médio das particulas de 150,62 um. De acordo com critérios farmacopeicos,
0 po6 foi considerado como po6 fino. Essa caracteristica mostra boa superficie do
contato do material e melhor homogeneidade (ALVES, 2014; BRASIL, 2019).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 20 - Curva de retencao e passagem do extrato seco de T. occidentalis.
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.3.1 Espectrofotometria de absorcdo na regido do infravermelho por
Transformada de Fourrier (FTIR)

A espectroscopia

de infravermelho € uma técnica bastante utilizada para

caracterizacdo de materiais. Baseia-se nas caracteristicas vibracionais de ligacdes
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guimicas quando uma radiagcdo na regido IV é incidida na amostra, permitindo
identificar os grupos funcionais existentes a partir de um espectro (ROSA, 2019).
Analisando o espectro do manitol puro, mostrado na figura 21 é possivel observar uma
banda larga entre 3389 e 3281 cm, correspondentes aos estiramentos dos grupos
funcionais hidroxila. Em 2985 cm, verificou-se, com uma baixa intensidade, a
deformacéo axial referente ao grupamento -CH, em 1417 cm?, a deformacéo angular
simétrica no plano (tesoura) do grupamento -CHz, e em 1300 cm, a deformacéo
angular no plano do grupo hidroxila. Também €& possivel ver no espectro os modos
vibracionais de forte intensidade em 1077 e 1017 cm, que estdo associados a ligacdo
C-O dos estiramentos das hidroxilas da molécula do manitol, que consiste em um
polialcool.

Figura 21 - Espectros na regido do infravermelho obtidos sobre o manitol puro, extrato

seco de T. occidentalis e do flavondide quercetina.
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Fonte: Dados da pesquisa.

O espectro obtido sobre a amostra de manitol revelou todos modos vibracionais

proprios de sua molécula (Figura 22).
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Figura 22 - Estrutura quimica do manitol.
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Fonte: (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

O espectro resultante do infravermelho do extrato seco (Figura 21) reproduziu
todos 0os modos vibracionais caracteristicos do manitol, porém os estiramentos 1694
e 1605 cm™ permitem comprovar através desse método de caracterizacdo que as
duas amostras analisadas séo diferentes. O mesmo ocorreu no estudo realizado por
SAVICKI e colaboradores (2019), onde utilizou-se esse mesmo excipiente como
matriz para incorporagao da carboplatina e, na amostra, foi observado todos picos do
manitol e também outros, caracteristicos do farmaco.

Quando se compara o perfil do extrato com o do flavonoide quercetina,
comprovadamente presentes nesse extrato, é possivel perceber que esses modos
vibracionais também estdo presentes, permitindo sugerir que estes estiramentos
correspondam as estruturas caracteristicas dos flavonoides presentes no extrato.
Alguns estudos mostram que o estiramento 1694 cm refere-se a carbonila (C=0)
deslocada por ligacdes de hidrogénio intramoleculares e o estiramento 1605 cm™
representa deformacgéo axial de C=C referente aos anéis aromaticos da estrutura
(Figura 23) (SIMOES et al., 2013; TINI, 2013).

Figura 23 - Estrutura quimica do flavonoide quercetina.

Fonte: Autoria propria.
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4.3.2 Perfil térmico do extrato seco

A curva obtida para o extrato seco apresentou um Unico evento térmico,
iniciando-se em cerca de 300°C e finalizando em 325°C, representando uma perda de
massa de 89,5%. Comparando este resultado com o visto anteriormente para o extrato
etandlico (4.1.1), foi possivel observar que o extrato seco obtido possuiu uma
estabilidade térmica superior, 0 que é considerada uma boa caracteristica de perfil
térmico.

O perfil da perda de massa obtida para o extrato seco (Figura 24) foi similar ao
encontrado por COSTA (2005) para o manitol puro, onde chegou-se a um ponto médio
de 359,10°C, mostrando que assim como nos resultados obtidos por FT-IR, o perfil do
extrato seco é muito semelhante ao do adjuvante farmacéutico utilizado para sua

secagem.

Figura 24 - Curva de TG do extrato seco de T. occidentalis.
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.4 TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO DO EXTRATO
ETANOLICO E SECO DE Thuja occidentalis.

As placas de microtitulacdo foram submetidas a leitura visual apos 24 e 48
horas da realizacdo do teste, comparando aos pocos de controle positivo (fungo) e

negativo (meio de cultura) utilizando a turvacao existente em cada orificio do meio
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como parametro de leitura. Para os extratos de T. occidentalis foi observado um
comportamento fungistatico, assim como comportamento definido para farmacos
azoélicos, a exemplo de miconazol, clotrimazol e fluconazol (CASTRO et al., 2016). A
partir disso, foi possivel determinar a ClIMso dos extratos, ou seja, as menores
concentracdes capazes de inibir 50% do crescimento fungico em relagdo ao inéculo.

Os resultados sdo mostrados na tabela 9.

Tabela 9 — Concentracdes Inibitérias Minimas capazes de inibir 50% do inéculo
(CIMso) dos extratos de T. occidentalis frente cepas de Candida sp.

Extrato
_ _ Extrato seco
Isolado fungico etanolico*
(Mg/mL)

(ng/mL)
Candida albicans 512 256
C. glabrata 16 **
C. krusei 256 64
C. parapsilosis 128 64
C. tropicalis 512 128

*Extrato etandlico 70%; **O estudo apresentou contaminacgao, impossibilitando
leitura.

Fonte: Dados da pesquisa

Ambos os extratos mostraram atividade antifangica para as diferentes espécies
de Candida testadas. Verificou-se para o extrato etandlico valores de ClMso entre 16
e 512 pyg/mL, sendo o maior valor encontrado para as cepas de C. tropicalis e C.
albicans. O melhor valor de CIMso encontrado para esse extrato foi de 16 pg/mL frente
ao isolado de C. glabrata. Para o extrato seco os resultados variaram de 64 a 256
Mg/mL e se mostraram melhores que os obtidos para o extrato etandlico, uma vez que
considera-se de melhor poténcia o material que possibilita a inibicdo fungica em menor
concentracdo (CASTRO et al., 2016). Segundo Alves, 2014, esta atividade pode estar
associada com a elevada percentagem de a- e B-tujona presente no extrato, porém é
necessaria a realizacdo de analises complementares para uma segura determinacgao.

A atividade antifingica dos extratos de T. occidentalis verificada neste trabalho

corrobora com resultados encontrados na literatura que ja haviam confirmado essa
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atividade farmacologica da planta (TSIRI et al., 2009; ALVES, 2014). No estudo
realizado por TSIRI, 2009 foi determinada a atividade antifingica do 6leo essencial da
planta, obtendo concentrac¢des inibitorias entre 1,35 e 1,87 mg/mL para cepas de C.
albicans, C. tropicalis e C. glabrata. Comparando esses resultados, € possivel dizer
gue os extratos testados neste estudo tém melhor atividade antifangica do que o 6leo
essencial de T. occidentalis, uma vez que as concentracdes inibitérias sdo menores.

No estudo realizado por Alves 2014, foi testado o mesmo extrato etandlico,
porém néo foi possivel correlacionar diretamente os resultados com o obtido neste
estudo uma vez que no estudo citado os resultados de CIM foram expressos em ug/mL
de quercitrina, onde para a cepa de C. krusei foi obtido CIM de 2,08 ug/mL de
guercitrina e para as cepas C. albicans, C. glabrata e C parapsilosis CIM de 8,32
Mg/mL de quercitrina.

Por fim, os resultados obtidos para o género Céandida sp. neste estudo sao
positivos, uma vez que autores relatam a ocorréncia de resisténcia aos antifungicos
comumente usados em isolados de cepas desse género (GIORDANI; SANTIN;
CLEFF, 2015; SILVA, 2019).

4.5 OBTENCAO DE FILMES MUCOADESIVOS CONTENDO EXTRATO DE Thuja

occidentalis.

4 5.1 Desenvolvimento dos lotes de bancada dos filmes-base mucoadesivos

Considerando o0s aspectos visuais de homogeneidade, plasticidade,
flexibilidade e textura, chegou-se a um lote de bancada base, considerado satisfatorio
para cada um dos polimeros mucoadesivos testados. O principal critério para escolha
das formulagcdes baseou-se em aspectos macroscoépicos, partindo de que os filmes
ndo deveriam mostra-se frageis, quebradicos ou pegajosos e necessitariam mostrar-
se homogéneos, sem bolhas ou manchas (DIXIT; PUTHLI, 2009).

Os filmes base obtidos a partir de goma de celulose, goma guar e CMC,
mostraram-se com aspecto mole e pegajoso. Visando a melhoria desse aspecto, 0
amido pré-gelatinizado foi adicionado a formulagdo, uma vez que estudos mostram
gue a mistura de polimeros nas formulagbes € uma técnica bastante eficiente,
ajudando a melhorar diversas caracteristicas dos filmes (DIXIT; PUTHLI, 2009;

BODINI, 2015). O amido € comumente um excipiente de escolha nesses casos pelo
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seu baixo custo e por possuir propriedades de adesédo, gelificacdo e retencdo de
umidade, sendo também um material ndo toxico, essencial para a filmes
mucoadesivos. Outra caracteristica muito importante do amido € ser um agente
texturizante, motivo este de ter sido escolhido como copolimero para as formulacdes
dos filmes de T. occidentalis (BODINI, 2015; PEROZZI, 2018).

Testaram-se concentracdes de amido pré-gelatinizado de maneira crescente
para cada uma das formulacées filmogénicas. Para as formulacdes a base de goma
de celulose a concentracéo de 0,6% foi suficiente para melhorar o aspecto pegajoso
e a textura do filme. J4 os fiimes de CMC e goma guar necessitaram de uma
concentracdo maior, chegando a 2,4% do copolimero. Os filmes de goma guar,
contudo, mantiveram um aspecto pegajoso, sendo necessario além do amido, a
diminuicdo do percentual do sorbitol de 5% para 3%, chegando nas formulagdes
mostradas na figura 25, que se mostraram satisfatorias quanto a todos os parametros
macroscopicos citados.

Figura 25 - Filmes base obtidos.

Fonte: Dados da pesquisa.
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A partir dessas formulagdes base, o0 extrato etandlico e seco de T. occidentalis
e 0s demais excipientes para melhoramento dos filmes foram incorporados.

Escolheu-se o xilitol para agente edulcorante da formulacdo pois, além de
configurar o sabor doce, seu consumo € permitido para pacientes diabéticos e possui
acdo preventiva contra céaries dentarias (SOUSA, 2014). Ja os estimulantes de saliva
sdo comumente utilizados nesse tipo de formulacdo para aumentar a taxa de
producdo salivar e consequentemente favorecer o intumescimento do filme e sua
adesdo a mucosa, sendo o acido citrico o mais utilizado (DIXIT; PUTHLI, 2009;
GARSUCH; BREITKREUTZ, 2009, 2010). O agente plastificante é essencial a esse
tipo de forma farmacéutica, por melhorar as propriedades fisicas dos filmes obtidos,
como a flexibilidade e a resisténcia aparente. Além dessas propriedades, o sorbitol foi
escolhido por agregar no carater doce da formulacéo, tendo poder edulcorante de 50
a 60% em relacdo a sacarose e por tratar-se também de uma substancia ndo
cariogénica (TARDELLI, 2010).

As formulacdes filmogénicas finais obtidas com extrato seco tiveram uma
coloracdo verde escura, ja as formulacdes de extrato etandlico mostraram uma

coloragéao verde clara (Figura 26).

Figura 26 - Formulacdo obtida a partir da goma de celulose com extrato seco de T.
occidentalis incorporado (A) e formulacdo obtida a partir do CMC com o extrato
etandlico incorporado (B).

Fonte: Dados da pesquisa

Quanto a secagem dos filmes, observou-se que os filmes levaram de 5 a 7

horas para uma completa secagem na temperatura de 40 °C (Figura 27).
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Figura 27 - Forma de plastico utilizada para secagem dos filmes.

' 2 *

Fonte: Dados da pesquisa

4.5.2. Filmes mucoadesivos incorporados dos extratos etandlico e seco de T.

occidentalis.

4.5.2.1 Aspecto visual

Assim como no item 4.4.1, as caracteristicas macroscépicas dos filmes foram
avaliadas, a fim de verificar qualquer alteracdo no aspecto final dos filmes, apos a
incorporacdo dos extratos, do estimulador de saliva, do edulcorante e dos
conservantes na formulagéo.

A avaliagéo visual dos filmes foi realizada com base na homogeneidade,
capacidade de formacdo de filme e manuseabilidade. Partindo disso, foram
considerados bons filmes aqueles que apresentaram coloracéo uniforme, auséncia de
particulas insollveis, sinais de bolhas ou areas frageis, auséncia de zonas de
descontinuidade (areas mais finas e areas mais espessas), apés a etapa de secagem
e a facilidade de retirada do filme da forma.

Os filmes obtidos com HPMC (LB5), ap0s a incorporacdo do extrato seco
adquiriram aspecto opaco e quebradico e algumas particulas permaneceram
insoltveis. J& nos filmes obtidos com adi¢do do extrato etandlico (LB8), a pesar do



75

filme ter aspecto transparente, foi observada presenca de ranhuras semelhantes a
cristalizacdes (Figura 28). Devido a todas as variaveis existentes na obtencéao do filme,
a causa dessas caracteristicas pode ser multifatorial (COUTO, 2015), porém uma das
possiveis justificativas para o aparecimento dessas possiveis cristalizacdes seria
devido a incompatibilidade entre os excipientes adicionados na formulagao final do
filme (ABRUZZO et al., 2012; MEHER et al., 2013). Para a certificacdo dessa teoria,
€ necessaria a realizacdo de ensaios de compatibilidade entre todos os insumos

utilizados na composigéo do filme.

Figura 28- (A) Filmes de HPMC obtidos com extrato seco (B) Filmes de HPMC obtidos

com extrato etandlico.

Fonte: Dados da pesquisa.

Os filmes obtidos a partir da goma guar (LB7 e LB9) mostraram-se visualmente
uniformes, porém pouco maleaveis e frageis na retirada da forma, sendo necessario
um reajuste na formulagcéo para o melhoramento dessas caracteristicas.

Quanto aos filmes obtidos a partir da goma de celulose e do CMC (LB6 e LB10,
respectivamente), visualmente mostraram-se homogéneos, sem particulas insoltveis,
bolhas ou zonas de descontinuidade (Figura 29), adequando-se a todas as
caracteristicas visuais importantes para um filme ser considerado bom, por isso foram

escolhidos para dar continuidade ao estudo.
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Figura 29 - Filmes de goma de celulose com extrato seco (LB6) e filmes de CMC com

extrato etandlico (LB10).

Fonte: Dados da pesquisa.

As microscopias eletrbnicas de varredura desses filmes s@o mostradas nas

figuras 30 e 31:

Figura 30 - Eletomicrografias do filme LB6.

X100 100pm X500 50um

Legenda: A) Aumento de x100 da superficie B) Aumento de x3000 da superficie. C)
Aumento de x100 da seccéo transversal D) Aumento de x500 da secgéo transversal.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Observando as imagens obtidas pelo MEV, é possivel perceber que as
caracteristicas morfolégicas dos filmes mostraram-se dependentes do polimero
formador utilizado.

No filme LB6 (Figura 30) sua estrutura superficial é percebida em forma de
“fibras”. Nas imagens de seccao transversal nota-se uma estrutura lamelar do filme.
Assim como analisado macroscopicamente, os filmes apresentaram-se bastante

regulares, sem bolhas ou particulas insoluveis.

Figura 31 - Eletromicrofotografias do filme LB10.

100
\\‘\‘pm

X500  50um A\ X1,000  10pm

Legenda: A) Aumento de x100 da superficie B) Aumento de x3000 da superficie C)
Aumento de x500 da seccéo transversal D) Aumento de x1000 da seccéo
transversal.

Fonte: Dados da pesquisa.

Ja analisando as microfotografias do filme LB10 (Figura 31), nota-se a presenca
de microparticulas dispersas superficialmente no filme e naimagem B, com o0 aumento
de 3.000x é possivel visualizar microrachaduras nessa superficie. Na seccao

transversal nota-se a matriz com uma caracteristica irregular, porém bastante
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compacta e coesa. Pode-se sugerir que essa coesao tenha sido causada pela grande
guantidade de amido utilizada na formulacéo (2,4%), porém, para confirmacao, seria
necessario a realizacao da técnica em filmes sem o amido, para comparacao.
Partindo desses dois lotes, considerados como as melhores formulagdes, foi
realizada uma variacdo quantitativa do polimero a fim de determinar a melhor
concentracdo a ser utilizada, baseando-se principalmente na propriedade
mucoadesiva de cada um dos filmes. Para os filmes de goma de celulose variou-se
de 2,4% para 1,8 e 3,0% e para os filmes de CMC, variou-se de 2,4% para 1,8% e

3,0%.

4.5.2.2 Controles de qualidade fisico-quimico dos filmes mucoadesivos

Os dados de uniformidade de peso e espessura obtidos estdo mostrados na
tabela 10.

Tabela 10 - Uniformidade de peso e espessura dos filmes obtidos.

Uniformidade de DPR Espessura DPR Tempo de

Lote Base (%)
peso (g) = DP (%) (mm) = DP (%) desintegracéao

LB11 Gomade Cel. 1,8 0,2342 + 0,005 2,1 0,2124+0,014 6,6 >120 min
LB6 Gomade Cel. 2,4 0,2462 + 0,006 24 0,2236+0,016 7,2 >120 min
LB12 Gomade Cel. 3,0 0,2504 + 0,003 1,2 0,2069+0,016 7,9 >120 min
LB13 CMC 0,6 0,1705 £ 0,005 29 0,1013+0,007 7,3 >120 min
LB10 CMC 0,8 0,1590 + 0,002 1,2 0,1020 £ 0,007 6,9 >120 min
LB14 CMC 1,0 0,1577 £ 0,002 1,3 0,1000 £0,003 3,3 >120 min

Legenda: DP= desvio-padrao; LB= Lote de bancada; Goma de cel= Goma de
celulose; CMC= Carboximetilcelulose

Fonte: Dados da pesquisa

Avaliando os resultados mostrados na tabela 10, foi possivel observar que o

peso dos filmes variou entre 0,1577 g a 0,2504 g. Os filmes obtidos com a goma de
celulose mostraram maior massa do que os obtidos a partir do CMC. E possivel
observar que o aumento no percentual da goma celulose foi acompanhado pelo

aumento do peso dos filmes, o que n&o ocorreu nos filmes obtidos com CMC. Isso
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pode ser justificado pela baixa densidade caracteristica do excipiente (0,4 g/mL),
comprovando que com o0 aumento de sua quantidade na formulacédo favorece uma
diminuicéo de peso.

Ainda observando a tabela 10 percebe-se o mesmo perfil de comportamento,
os filmes obtidos a partir da goma apresentaram maior espessura média, entre 0,2069
e 02236 mm, do que os filmes obtidos a partir do CMC, que se mostraram mais finos,
variando de 0,1000 a 0,1020 mm.

Porém, quanto a espessura um fator importante a ser observado é o desvio-
padrao relativo (DPR%) obtido, que se mostrou elevado para todos os lotes, com uma
média de 6,5%, esse resultado € justificado pela diferenca na espessura encontrada
no centro dos filmes, sendo esta regido mais fina em todos os lotes testados. Contudo
este fato estd mais relacionado com a forma utilizada na secagem dos filmes do que
com a prépria formulacao, indicando que se deve pensar em alternativas que diminua
esse efeito.

O ensaio de desintegracao dos filmes foi interrompido no tempo de 120 min,
uma vez que todos os filmes ainda se apresentaram integros nesse tempo, sendo
considerado suficiente para determinar que os filmes ndo séo de rapida desintegracéo

e podem ser uma alternativa para uma liberagdo mais prolongada de ativos.

4.5.2.3 indice de intumescimento

O intumescimento dos filmes ocorre a partir da transferéncia de moléculas de
agua do muco para o polimero. Esse indice varia de acordo com a capacidade de
hidratac&o de cada polimero, quanto melhor sua molhabilidade, melhor a intercalacéo
com as glicoproteinas presente no muco (AGUIAR, 2016).

A capacidade de intumescimento dos filmes obtidos esta mostrada nas figuras
32 e 33:
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Figura 32 - indice de intumescimento dos filmes de goma de celulose.
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 33 - indice de intumescimento dos filmes de CMC.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Mediante a analise dos perfis de intumescimento, é possivel verificar que todas
as formulacdes apresentaram uma captacdo de agua inicial rdpida, chegando a um
aumento de massa no primeiro minuto de 83 a 111% para os filmes de goma de
celulose, e de 45 a 108% para os filmes obtidos com CMC. Foi notério também, o
aumento de tamanho dos filmes, que ficaram cerca de 22 a 27% maior do que 0s

filmes originais, que mediam 4,4 x 2,2 cm.
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Apds esse aumento observado no tempo de 1 minuto, percebe-se uma
pequena diminuicdo no grau de intumescimento dessas formulacdes, podendo ser
atribuida ao inicio do processo de eroséao sofrido pelos filmes, com decorrer do tempo,
em contato com o meio. Essa erosdo é percebida para todos os sistemas testados,
assim como foi descrito em outros trabalhos (P1ZZOL, 2009; CORDEIRO, 2015).

Nota-se que, entre os tempos de 5 minutos a 4 horas de contato a variacao do
intumescimento é praticamente inexistente em todas as formulagcées. Apds o tempo
de 24 h percebeu-se um aumento bastante significativo em todas as amostras
testadas, porém esse aumento pode ser um falso resultado, uma vez que nesse tempo
os filmes j4 estavam desintegrando-se, prejudicando um pouco o processo de
secagem e pesagem.

No geral, os filmes obtidos com a goma de celulose tiveram uma faixa
intumescimento maior, entre 80 a 120%, do que os filmes de CMC, que ficou na faixa
dos 45 a 105%. Isso é explicado devido as caracteristicas de intumescéncia de cada
polimero. A presenca de grupos carboxila e hidroxila no estrutura do polimero permite
o estabelecimento de liga¢cées de hidrogénio com o substrato, aumentando assim o
carater hidrofilico e provocando a intumescéncia do polimero (PEREIRINHA;
FIGUEIRAS, 2014).

O indice de intumescimento de cada filme respeitou 0 aumento no percentual
de polimeros utilizados em suas formulagdes. Em ambos os casos os filmes com
maior percentual de polimero foi o filme com maior intumescimento, sendo a
concentracéo de 3,0% para os filmes de goma de celulose, e os de 1,0% para a

formulacao a base de CMC.

4.5.2.4 Tempo de mucoadeséo in vitro

O principal fator envolvido na selecdo do polimero apropriado para a
formulacao de filmes bucais mucoadesivos € a propriedade mucoadesiva (ANSARI;
SADARANI; MAJUMDAR, 2018). Porém, para a realizacdo desses experimentos, &
de extrema importancia a utilizacdo de uma mucosa oral fresca de modelos animais,
a fim de mimetizar ao maximo as condi¢fes fisiolégicas da mucosa oral humana
(PERIOLI et al., 2004). Partindo disso, utilizou-se da mucosa jugal fresca de suinos,

retirada no dia anterior ao experimento.
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O trabalho de mucoadesdo é aquele necesséario para o rompimento da
interacdo entre o sistema mucoadesivo, nesse caso, os filmes e a mucosa utilizada.
Ele pode ser determinado de acordo com o tempo de duracdo dessa interacdo e de
acordo com a for¢ca necesséaria para o rompimento (AGUIAR, 2016). No presente
estudo o experimento realizado avaliou o tempo necessério para que a formulacao se
destacasse da mucosa em ambiente contendo elevada quantidade de saliva artificial

e sob constante agitacdo para mimetizar o fluxo salivar (Figura 34).

Figura 34 - Filme de goma de celulose aderido a mucosa jugal de suino.

Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados de tempo de mucoadesao obtidos para os filmes estdo expostos

na tabela 11.

Tabela 11 - Tempo de mucoadeséo obtido para os filmes de goma de celulose e CMC.

Tempo de mucoadesao

Lote Base (%) _

(min) = DP
LB11 Gomade Cel. 1,8 94,04 + 2,08
LB6 Gomade Cel. 2,4 96,12 + 1,97
LB12 Goma de Cel. 3,0 91,16 + 2,66
LB13 CMC 0,6 75,09 £ 3,41
LB10 CcMC 0,8 71,36 £ 3,69
LB14 CMC 1,0 72,37 £ 2,10

Legenda: DP= desvio padrdo, Goma de cel.=Goma de celulose.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Diante dos resultados, pode-se concluir que ndo houve diferenca significativa
no tempo de destacamento entre as formulacdes de filmes em suas diferentes
concentracoes, 1,8; 2,4 e 3,0 % para os filmes de goma de celulose € 0,6; 0,8 e 1,0 %
para os de CMC, contrariando os estudos que sugerem que, por haver uma maior
possibilidade de interpenetracdo do polimero na mucosa, o0 aumento da concentragéo
do polimero de propriedade mucoadesiva leva ao aumento da mucoadesao,
(AGUIAR, 2016).

E possivel observar também que os filmes de goma de celulose apresentaram
maior tempo de mucoadesdo quando comparados aos filmes de CMC, sendo o lote
LB6 de tempo maximo, 96,12 minutos (x 1,97), enquanto o lote LB10 o de menor
tempo de aderéncia, 71,36 minutos (+ 3,69).

A avaliacdo da mucoadesao é um processo complexo, por isso, comumente 0s
ensaios de tempo e forca séo utilizados de maneira complementar, a fim de somar os
resultado e compreender melhor o desempenho dos sistemas (SOUSA, 2018). Porém,
alguns pesquisadores afirmam que os resultados desses estudos costumam ser
complementares (ABRUZZO et al., 2012; MEHER et al., 2013).
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que os parametros de
controle aplicaveis ao extrato de T. occidentalis L. atenderam as especificacdes de
gualidade. Quanto ao extrato seco obtido, foi possivel caracteriza-lo quanto ao teor de
substancias volateis, tamanho de suas particulas, FT-IR e TG.

Os extratos foram avaliados em variadas concentracfes quanto a suas
propriedades inibitorias contra cepas de Candida albicans, C. krusei, C. glabrata, C.
parapsilosis e C. tropicalis, ambos apresentando resultados satisfatorios,
demonstrando a possibilidade de utilizacdo destes para tal atividade farmacoldgica.

Foi desenvolvido e validado um método espectrofotométrico, seguindo o0s
critérios da RDC 166 de 2017, para determinagcdo quantitativa de flavonoides totais do
extrato etandlico de T. occidentalis, expressos em quercetina.

A partir destes resultados, propds-se a obtencdo de alguns lotes de filmes
mucoadesivos para incorporacado dos extratos de T. occidentalis, visando uma forma
alternativa para o tratamento da candidiase oral. Obtiveram-se filmes a partir de uma
variacdo qualitativa de quatro polimeros mucoadesivos, sendo a goma de celulose e
carboximetilcelulose os que apresentaram melhores resultados para o extrato seco e
para o extrato etandlico, respectivamente, e que, portanto, foram escolhidos para uma
variagao quantitativa na concentragédo do polimero.

Os controles de qualidade: peso médio, espessura, tempo de desintegracao,
indice de intumescimento e tempo de mucoadeséo foram realizados para cada uma
das formulacdes. A partir desses resultados experimentais, principalmente dos dois
ultimos citados, foi possivel concluir que a variacdo no percentual dos polimeros na
formulagéo, apesar de aumentar significativamente o indice de intumescimento, ndo
foi significativa na avaliacdo da mucoadesao, sendo este o principal parametro para
escolha das melhores formulagdes.

Diante do exposto, conclui-se que utilizar extratos da espécie T. occidentalis
como ativo em filmes mucoadesivos a base de goma de celulose e
carboximetilcelulose pode ser uma proposta promissora para desenvolvimento na
area farmacéutica, contando também com o apoio das iniciativas publicas no sentido

da ampliagcdo do mercado fitoterapico no Brasil.
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5.1 PERSPECTIVAS

- Desenvolver e validar um método para o doseamento da forma farmacéutica obtida;
- Desenvolver e validar um método de andlise do perfil de liberagdo in vitro da forma
farmacéutica obtida;

- Realizar o estudo de sensibilidade antifungica in vitro das formulac@es obtidas, a fim
de comparar com as respostas ja obtidas para os extratos;

- Realizar, segundo a RDC N° 318 de 2019, o estudo de estabilidade dos melhores
lotes obtidos;

- Elaborar e depositar o pedido de patente da forma farmacéutica obtida ao Instituto
Nacional de Propriedade Intelectual (INPI).
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