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RESUMO

A espécie vegetal, Varronia multispicata, utilizada popularmente no tratamento de doencas
respiratérias e de pele, teve sua atividade anti-inflamatoria e antinoceptiva comprovada
recentemente. Assim, o presente estudo objetivou desenvolver tecnologicamente formas
farmacéuticas a base de V. multispicata para o tratamento da dor e da inflamacdo. Realizou-se
a caracterizacdo fisico-quimica da droga vegetal, extrato aquoso e extrato seco liofilizado,
conforme Farmacopeia Brasileira (FB) 6% edicdo. Também foram desenvolvidas trés
formulacbes e realizados os controles de qualidade aplicaveis. As folhas de V. multispicata
foram coletadas no municipio de Castanhal-PA e a droga vegetal obtida foi classificada,
quanto a granulometria, como p6é semifino. Foram obtidos resultados dentro dos parametros
exigidos pela FB (1,32% de matéria estranha; 8,51% de perda por dessecacdo e 10,39%
equivalente a cinzas totais). O extrato aquoso (1:10, p/v), também se apresentou conforme
determinagdes da FB, com pH 7,13; densidade relativa igual a 1,0058 g/mL e residuo seco
equivalente a 2,14%. Ja o extrato seco liofilizado apresentou solubilidade em agua e sorbitol,
3% de umidade e, por Microscopia Eletronica de Varredura, mostrou morfologia indefinida e
irregular. Na triagem fitoquimica foi verificada a presenca de compostos fendlicos,
demonstrando, por Espectroscopia UV-vis, 242,3 mgAG/g equivalentes a acido galico. Tanto
0 extrato seco quanto a droga vegetal apresentaram perda da estabilidade a partir de 200°C, na
analise termogravimeétrica. A solucdo oral, o creme e o gel foram obtidas por planificacao
qualitativa e quantitativa de excipientes, e analisadas, quando aplicavel, as caracteristicas
organolépticas, pH, densidade, viscosidade, espalhabilidade, estando os parametros dentro das
finalidades pretendidas. Em nenhuma das formulacdes, houve incompatibilidade entre o
extrato seco e os excipientes. A solucdo oral, analisada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, apresentou os mesmos constituintes presentes no extrato seco e, ao ser avaliada,
quanto a atividade antinociceptiva, em camundongos e ratos, mostrou 85% de inibicdo da
percepcao da dor. O estudo de estabilidade preliminar das formula¢des foi iniciado, conforme
RDC n° 318 (2019). A partir dos resultados obtidos, pode-se garantir a qualidade fisico-
quimica da matéria-prima vegetal, desenvolvendo-se, previamente, formulagdes alternativas e
promissoras para o tratamento da dor e da inflamacdo, seja na terapia isolada ou

complementar.

Palavras-chave: Boraginaceae. Fitoterapia. Compostos fendlicos. Formulages Farmacéuticas.

Controle de qualidade.



ABSTRACT

The plant species, Varronia multispicata, popularly used in the treatment of respiratory and
skin diseases, had its anti-inflammatory and antinociceptive activity recently proven. Thus,
the present study aimed to technologically develop pharmaceutical forms based on V.
multispicata for the treatment of pain and inflammation. The physical-chemical
characterization of the plant drug, aqueous extract and lyophilized dry extract was carried out
according to Brazilian Pharmacopoeia 6th edition (FB). Three formulations were also
developed and the applicable quality controls were carried out. The leaves of V. multispicata
were collected in the region of Castanhal city, in Para state and the vegetable drug obtained
was classified, in terms of granulometry, as semi-fine powder. Results were obtained within
the parameters required by the FB (1.32% other extrinsic elements the vegetable drug; 8.51%
loss on desiccation and 10.39% equivalent to total ashes). The aqueous extract (1:10, p/v),
also presented as determined by the FB, with pH 7.13; relative density equal to 1.0058 g/mL
and dry residue equivalent to 2.14%. The lyophilized dry extract, on the other hand, showed
solubility in water and sorbitol, 3% humidity and, by Scanning Electron Microscopy, showed
indefinite and irregular morphology. Phytochemical screening showed the presence of
phenolic compounds, demonstrating, by UV-vis Spectroscopy, 242.3 mgGA/g equivalent to
gallic acid. Both the dry extract and the plant drug showed a loss of stability after 200°C in
thermogravimetric analysis. The oral solution, the cream and gel, were obtained by qualitative
and quantitative planning of excipients, and the organoleptic characteristics, pH, density,
viscosity, spreadability were analyzed, when applicable, with the parameters within the
intended purposes. In none of the formulations, there was incompatibility between the dry
extract and the excipients. The oral solution, analyzed by High Performance Liquid
Chromatography, showed the same constituents present in the dry extract and when evaluated,
regarding antinociceptive activity, in mice and rats, showed 85% inhibition of perception of
pain. The stability study of the formulations was started, according to RDC n° 318 (2019).
Based on the results obtained, it is possible to guarantee the physical-chemical quality of the
plant raw material, previously developing alternative and promising formulations for the

treatment of pain and inflammation, whether in isolated or complementary therapy.

Keywords: Boraginaceae. Phytotherapy. Phenolic compounds. Pharmaceutical Formulations.

Quiality control.
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1 INTRODUCAO

As espécies vegetais vém, desde tempos remotos, sendo utilizadas para fins
medicinais. No entanto, s6 a partir do século XX, os estudos para identificacdo e
caracterizacdo estrutural dos compostos vegetais garantiram embasamento cientifico e
ampliaram o estimulo ao desenvolvimento e uso de fitoterapicos. Esse fato tornou o custo
mais acessivel a populacdo e aos servicos publicos de satde, mantendo, da mesma forma, o
intuito de prevencdo, cura e/ou minimizagdo dos sintomas das doencas (TOLEDO et al.,
2003; FRANCA; VASCONCELLOS, 2018; SILVA et al., 2019; WHO, 2019).

A fitoterapia, no Brasil, ganhou espaco na terapéutica, principalmente apds a
implantacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, em 2006, inserida no
ambito do Sistema Unico de Saude e tambem fazendo parte da Politica Nacional de Medicina
Tradicional e Complementar, da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2019).

Na perspectiva do processo inflamatorio como uma resposta essencial do organismo
frente a diversos agentes nocivos, tém-se, em determinadas situacfes, a exacerbacdo da
resposta inflamatdria sem beneficios aparentes e trazendo consequéncias adversas graves, seja
na expressdo fisiologica dos mecanismos de calor, dor, rubor, tumor e consequente perda da
funcdo; seja mediante a recorréncia da terapéutica anti-inflamatoria, a qual apresenta
inimeras contraindicacdes e efeitos colaterais destacados (BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMANN, 2012; RANG et al., 2016).

Por efeito do arsenal medicamentoso, disponiveis atualmente no mercado, para
tratamento da dor e da inflamacdo, descobertas de principios ativos de origem vegetal e o
desenvolvimento formulac@es fitoterapicas, visa novas possibilidades de tratamento, surgindo
como alternativas para um tratamento analgésico e anti-inflamatdrio mais eficaz e sem tantos
efeitos nocivos (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Diversas espécies vegetais pertencentes a familia Boraginaceae estdo sendo estudas
com essa finalidade (CASTRO; RIVERA; FRANCO, 2018; HATWAREA et al., 2018;
YISMAW et al., 2020), podendo-se destacar Varronia multispicata (Cham.) Borhidi
(sinonimia: Cordia multispicata), espécie pertencente ao género Cordia e amplamente
utilizada na medicina popular. O extrato etanélico das folhas dessa espécie mostraram promissor
efeito anti-inflamatério (SODRE, 2013), o mesmo efeito também observado por Lopes (2017),
onde o extrato aquoso liofilizado das folhas de V. multispicata, além de apresentar baixa
toxicidade oral aguda, demonstrou atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria significativas
(LOPES, 2017; LOPES, 2019).
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Diante dos constituintes ativos naturais, a preocupacdo com as caracteristicas fisico-
quimicas e bioldgicas do material se torna ainda mais relevante devido as suas peculiaridades.
Logo, faz-se necessario submeter os fitoterdpicos a rigidos controles de qualidade em cada
fase de idealizagdo, avaliacdo e obtencdo. Garantindo acdo farmacolégica adequada, reducdo
e/ou controle de efeitos colaterais, seguranca e eficacia da formulagdo (LEITE, 2009; GIL,
2010; PESSANHA, 2011; ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013; AULTON; TAYLOR,
2016).

Dentro desse contexto, o presente trabalho propde, a partir de estudos de pré-
formulacdo e desenvolvimento, a obtencdo de formas farmacéuticas a base da espécie vegetal
nativa, V. multispicata, para a terapia clinica da dor e de disturbios inflamatorios, baseando-se
nos resultados obtidos por Lopes (2017).

1.1  OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Realizar o desenvolvimento tecnoldgico de formas farmacéuticas a base de Varronia

multispicata, visando uma alternativa terapéutica para o tratamento da dor e da inflamacéo.

1.1.2 Obijetivos especificos

e Realizar caracterizacdo fisico-quimica da droga vegetal a base de Varronia
multispicata;

e Obter e caracterizar 0 extrato aquoso de V. multispicata;

e Obter e caracterizar o extrato seco liofilizado a base de V. multispicata, incluindo o
doseamento de compostos fendlicos e determinacdo do perfil cromatografico;

e Realizar estudo de compatibilidade entre os excipientes e extrato seco a base de V.
multispicata;

e Obter lotes de bancada (LBs) da forma farmacéutica liquida, solucdo oral, a partir do
extrato seco de V. multispicata e realizar os controles de qualidade aplicaveis;

e Obter LBs da forma farmacéutica semissolida, creme, a partir do extrato aquoso de V.

multispicata e realizar os controles de qualidade aplicaveis;



25

Obter LBs da forma farmacéutica semissélida, gel, a partir do extrato aquoso de V.
multispicata e realizar os controles de qualidade aplicveis;
Realizar estudo da atividade antinoceptiva e interferéncia sob a migracdo de

leucdcitos, a partir da solucdo oral a base de V. multispicata;

Iniciar o estudo preliminar de estabilidade acelerada e fotoestabilidade dos trés LBs
obtidos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

21  ADORE OS AGENTES ANALGESICOS

Dentro do estudo dos mecanismos da dor dois conceitos sdo essenciais: 0 conceito de
dor e de nocicepgdo. A dor, propriamente dita, “¢ a resposta direta a um evento indesejavel
associado a lesdo tecidual, como trauma, inflamag¢do ou cancer”, ademais, pode também
associar-se tanto a uma doenga neurologica, causando o que ¢ chamado de “dor neuropatica”,
quanto a uma lesdo traumatica em nervos periféricos. Ja a nocicepcao, refere-se a percepcao
de estimulos danosos ao organismo, “sendo uma experiéncia subjetiva e inclui forte
componente emocional (afetivo)” (RANG et al., 2016).

Os neurodnios presentes em fibras mielinizadas sdo responsaveis pela transmissao da
dor aguda e bem localizada. Essas fibras aferentes primarias podem ser sensibilizadas a partir
de varios estimulos. Quando a ativacdo vem através de um mecanismo fisico ou térmico, a dor
aguda é logo expressa, contudo, a permanéncia dessa resposta de dor sé prossegue porque,
automaticamente, compostos quimicos foram liberados, também sensibilizando os nervos
periféricos (RANG et al., 2016).

Ja as terminacg6es nociceptivas, ou seja, as terminacdes de percepcdo da dor associam-
se as fibras ndo mielinizadas e sdo responsaveis pelos estados cronicos, onde pode ser
expressa como hiperalgesia, quando ocorre um aumento da intensidade da dor frente ao
evento nocivo leve; alodinia (dor gerada por um estimulo ndo nocivo) ou a percepc¢édo de dor
ndo associada a nenhum estimulo (espontanea) (RANG et al.,, 2016). No quadro 1 estdo
expostas as principais vias de sinalizacdo quimica (excitacdo) na via nociceptiva e suas
principais caracteristicas.

Como exemplos de alguns farmacos disponiveis na terapéutica para o tratamento da
dor (niveis leves até dores intensas), temos os farmacos analgésicos opioides (ex: morfina,
oxicodona, codeina), que atuam sob o sistema nervoso central e encontram-se enquadrados na
Lista Al de substancias sob controle especial (Portaria 344/98) (BRASIL, 1998); e os anti-
inflamatdrios ndo estereoidais (AINEs), em especial o paracetamol, que, diferentemente dos
demais compostos pertencentes aos AINEs (abordados no tépico 2.2), apresenta maior
poténcia nos seus efeitos analgésico e antipirético. Também, associacGes entre 0s opiodes e 0s
AINEs s@o bastante praticadas, por proporcionarem, em muitos casos, analgesia em

associagéo, geralmente de forma aditiva (RANG et al., 2016).
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Quadro 1: Principais mecanismos de sinaliza¢do quimica na via nociceptiva, e suas principais caracteristicas.

Sinalizag¢do quimica Caracteristicas

Receptores transitorios de O TRPV1:

potencial (TRP) - Desempenha papel central na nocicepgéo;
- Canais sensiveis a capsaicina, a temperatura acima
de 42°C e concentragdes de protons na faixa
micromolar (pH 5,5 e inferior);
- A capsaicina excita seletivamente terminagdes

nervosas, causando dor intensa, ativando o TRPV1.

Cininas - A bradicinina e calidina, sdo o0s principais
exemplos de horm6mios polipeptideos que induzem
dor intensa;

- A bDradicinina tém sua acdo aumentada apos
promover liberacdo de prostaglandinas (PGs) e atua
sob os receptores B2 dos neurdnios nociceptivos,
que ativam os TRPV1, por meio de outros

mecanismos.

Histamina Amina biogénica liberada durante a inflamacéo, de
forma local, causando prurido e ndo,

especificamente, dor.

Prostaglandinas (PGs) Sinais quimicos celulares que ndo causam dor por si
s0, mas possuem efeito indutor sob outros agentes
(tépico 2.2).

Protons produzidos por &cido | Em meio a baixo pH a abertura dos canais de
latico cations, ativados por prétons, é promovida, atuando

sob TRPV1, por meio de outros mecanismos.

Serotonina Molécula liberada durante a inflamacéo, de forma
local.
Trifosfato de adenosina Nucleotideo que excita terminacbes nervosas

nociceptivas por atuacdo sobre os receptores P2X3

homoméricos.

Fonte: RANG et al., 2016.
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2.2 OPROCESSO DA INFLAMACAO E OS AGENTES ANTI-INFLAMATORIOS

O processo inflamatério pode ser dividido em trés fases, as quais sdo mediadas por
mecanismos distintos: 1) fase aguda, caracterizada pela vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular no capilar; 2) uma fase subaguda onde ocorre a infiltragédo de
leucdcitos e células fagocitarias no plasma sanguineo; 3) e uma fase crénica proliferativa onde
ocorre a degeneracgéo do tecido e fibrose (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Os AINEs sdo os farmacos mais utilizados dentre os anti-inflamatérios existentes. Eles
atuam inibindo as ciclooxigenases (COXs), a sintese de PGs e tromboxanos, diminuindo,
assim, a intensidade do processo inflamatorio (RANG et al., 2016).

As PGs sdo mediadores inflamatorios derivados de fosfolipidios de membrana, via
acdo catalitica da fosfolipase A2, liberando acido araquiddnico, entdo processado pelas
COXs, que sdo expressas tanto constitutivamente (COX-1), como também na isoforma
induzida em condic¢des patologicas (COX-2), sintetizando PGs (TAKEUCHI et al. 2010;
RANG et al., 2016).

Os AINEs séo as drogas de primeira escolha no tratamento de doencas reumaticas e
ndo reumaticas, como a artrite reumatoide, osteoartrite e artrite psoriatica, além de serem
utilizados nas sequelas de traumas, contusbes, pds-operatorios, alivio de dores menstruais,
enxaquecas e cefaleias (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012; RANG et al.,
2016). Atuam com acdo analgésica, anti-inflamatéria e antipirética, muito utilizados pela
populacdo, muitas vezes de forma indiscriminada, levando a ocorréncia de efeitos colaterais
diversos, sendo mais significativos em idosos (RANG et al., 2016).

Os AINEs, de forma geral, podem inibir tanto a COX-1 quanto a COX-2, como 0s
fenilacetatos (ex: aceclofenaco) e fenamatos (ex: acido mefenamico), enquanto outros podem
apresentar maior ou menor especificidade a cada uma das COXs. Como exemplos de alguns
AINEs fracamente seletivos para COX-1 tém-se 0s propionatos (ex: cetoprofeno) e o indois
(ex: indometacina); dentre os altamente seletivos para COX-1 estdo as pirrolizinas (ex:
cetorolaco) e os que se apresentam fracamente ou moderadamente seletivos para COX-2: 0s
oxicans (ex: meloxicam) e coxibes (ex: celecoxibe) (RANG et al., 2016).

Como efeitos adversos mais destacaveis dessa classe medicamentosa, tém-se os efeitos
cardiovasculares, respiratorios, cuténeos, renais, gastrointestinais, efeitos na funcéo
plaquetaria e efeitos metabdlicos, causando acidose metabdlica, desenvolvimento de
hiperglicemia e hipoglicemia como efeito tardio e (SODRE, 2013; RANG et al., 2016).
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Esses efeitos adversos, principalmente os relacionados ao trato gastrointestinal, podem
ser associados a COX-1 (enzima constitutiva, expressa na maioria dos tecidos), todavia, esse
efeito indesejavel ndo é expresso nos medicamentos seletivos para COX-2 (induzida,
principalmente, nas células inflamatorias ativas, como as citocinas) (RANG et al., 2016).

E valido ressaltar que esses medicamentos seletivos para COX-2 (celecoxibe,
etoricoxibe, lumiracoxibe, parecoxibe e rofecoxibe) apresentam efeito sob o sistema nervoso
central (RANG et al., 2016), sendo enquadrados na Lista C1 de substancias sob controle
especial (Portaria 344/98), a partir da RDC n°. 79, de 04 de novembro de 2008 (BRASIL,
1998; BRASIL, 2008).

Os anti-inflamatorios esteroidais (também chamados de glicocorticoides) também séo
utilizados no tratamento de processos inflamatérios, devido aos seus efeitos
imunomoduladores (LOPES 2017), esses “restringem a proliferacdo clonal das células Th
atraves da diminuicdo da transcricdo do gene para IL-2 (...) também diminuem a transcricao
de muitos outros genes de citocinas” (RANG et al., 2016), tornando este medicamento
altamente desejavel em individuos portadores de autoimunidades e de alguns tipos de
processos alérgicos, aléem de ser muito empregado em pacientes transplantados (HUEZA,

2008), todavia, essa classe medicamentosa também apresenta inimeros efeitos adversos.

2.3  ESPECIES VEGETAIS COM POTENCIAIS EFEITOS ANTI-INFLAMATORIO E
ANTINOCICEPTIVO

Devido os potenciais efeitos adversos causados por esses medicamentos anti-
inflamatdrios e analgésicos disponiveis no mercado farmacéutico, a manifestacdo pela
preferéncia na fitoterapia vem aumentando, proporcionando estudos em busca de novos
fitofarmacos e fitoterapicos que apresentam eficacia no combate a dor e inflamacao, além de
ter baixo efeito adverso (SODRE, 2013).

Um exemplo de planta medicinal, por muito tempo utilizada, para o combate da dor é
Papaver somniferum (Papoula). A partir dessa espécie, substancias opiaceas foram extraidas,
apresentando ampla eficacia antinociceptiva, como a morfina e codeina (YUNES;
CECHINEL FILHO, 2001; VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005; SODRE, 2013), todavia, é
relevante destacar que o mercado brasileiro necessita de fitoterapicos, oriundos da flora
nativa. Atualmente, apenas um produto, obtido a partir do éleo essencial da espécie vegetal
nativa Codia verbenacea esta disponivel comercialmente com finalidade anti-inflamatoria
topica (Acheflan®) (CALIXTO, 2019).
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Vérios sdo os relatos de associagdo de metabdlitos secundérios pertencentes as
classes dos taninos, flavonoides e derivados, com a atividade anti-inflamatoria,
antinociceptiva e antioxidante. Dessa forma, pode-se considerar, no geral, que 0S compostos
fendlicos desempenham um papel importante nessas atividades farmacoldgicas, quando
presentes em expressivas concentracdes nas espécies vegetais (CUNHA, 2006; LEITE, 2009).

Quadro 2: Espécies vegetais com atividades anti-inflamatoria e/ou antioxidante comprovadas, e demais
especificacOes do estudo cientifico.

Espécie Especificacbes do estudo Referéncia
Cordiaalba | Familia: Boraginaceae; Parte do vegetal: | CASTRO; RIVERA;
Jacq. Flores; Tipo de extrato: Etandlico; FRANCO, 2018

Metabolitos estudados: Compostos fenolicos
e flavonoides; Atividade farmacoldgica:
Anti-inflamatéria e antibacteriana tdpica
(frente a Pseudomonas aeruginosa e

Staphylococcus aureus).

Cordia africana | Familia: Boraginaceae; Parte do vegetal: YISMAW et al.,
Lam. Sementes; Tipo de extrato: Metandlico 2020
(80%); Metabolitos estudados: Compostos
fendlicos e  flavonoides;  Atividade
farmacoldgica: Anti-inflamatdria e

antioxidante.

Cordia Familia: Boraginaceae; Parte do vegetal: | HATWAREA et al.,
dichotoma DC. | Folhas; Tipo de extrato: Metandlico; 2018
Metabolitos estudados: Compostos

fendlicos; Atividade farmacoldgica: Anti-

inflamatoria.

Elsholtzia Familia: Lamiaceae; Parte do vegetal: | PUDZIUVELYTE et
ciliata Thunb. | diversas partes da planta (flor, folha, caule e al., 2020
planta inteira); Tipo de extrato: Etandlico;
Metabolitos estudados: Compostos

fendlicos; Anti-inflamatoéria e antioxidante.
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Espécie Especificacbes do estudo Referéncia

Familia: Convolvulaceae; Parte do vegetal: | FURTADO et al.,
Ipomoea Folhas; Tipo de extrato:  AQuoso; 2016
asarifolia Desr. | Metabdlitos estudados: Compostos

fendlicos; Atividade farmacoldgica: Anti-

inflamatoria.
Passiflora alata | Familia: Passifloraceae; Parte do vegetal: NASCIMENTO,
Curtis Folhas; Tipo de extrato: Aquoso liofilizado; 2019
Metabdlitos estudados: Compostos

fendlicos; Atividade farmacoldgica: Anti-

inflamatéria e antioxidante.

Smilax china L. | Familia: Liliaceae; Parte do vegetal: | ZHONG et al., 2017
Rizomas; Tipo de extrato: Extratos
etandlicos, submetidos a particbes em
diversos solventes; Metabdlitos estudados:
Compostos fenolicos;

Atividade farmacologica: Anti-inflamatoria.

Varronia Familia: Boraginaceae; Parte do vegetal: SODRE, 2013
multispicata | Folhas; Tipo de extrato: Etanolico;
(Cham.) Metabolitos estudados: Triterpenos do tipo
Damarano; Atividade farmacoldgica: Anti-

inflamatoria.

“Consideram-se compostos fenolicos, numa defini¢do genérica, todas as estruturas que
possuem pelo menos um nucleo benzénico com um ou mais hidroxilas, livres ou fazendo
parte de ésteres, éteres ou heterosideos” (CUNHA, 2006), excluindo-se dessa classificagdo 0s
alcaldides e terpenos, por exemplo.

No quadro 2 estdo expostos alguns dos inameros estudos cientificos que realizaram
analises dos potenciais anti-inflamatorio e/ou antinociceptivo de espécies vegetais, em
especial, espécies ricas em compostos fendlicos.

Dentro dessa perspectiva, Lopes (2017) realizou um estudo da atividade de V.
multispicata através do edema de pata induzido, teste de contor¢des abdominais (induzidas
por acido aceético), avaliagdo da atividade antinociceptiva central e atividade locomotora e

estimulo algico (induzida por formalina), obtendo evidéncias cientificas promissoras acerca
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das propriedades analgésicas e anti-inflamatdria dessa espécie vegetal, além de realizar testes
para verificagdo do potencial toxico, obtendo bons resultados (LOPES, 2017; LOPES et al.,
2019), expostos na subsecao 2.4.

2.4  ASPECTOS BOTANICOS E FITOQUIMICOS: Varronia multispicata (Cham.)
Borhidi

Nome cientifico: Varronia multispicata (Cham.) Borhidi (sinonimia: Cordia multispicata)

(Figura 1);

Nomes populares: “Cha-de-cabloco”, “Chumbinho”, “Bode-caad”, “Carucaa”, “Maria-preta”;

Familia: Boraginaceae;

Género: Cordia;

Habito: Arbusto esponténeo;

Indicacbes terapéuticas: Bronquite, helmintiase, hipertensdo, reumatismo, artrite,

raquitismo, tuberculose, tosse, entre outras;

Partes geralmente utilizadas: Folhas e partes aéreas;

Modo de preparacgdo usual, na medicina popular: Mistura ou xaropes;

Distribuicdo: ampla distribuicdo (Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica), mas encontrada,

principalmente, na floresta amazonica. No Nordeste, pode ser encontrada em Alagoas, Bahia,

Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco e Sergipe (KUROYANAGI et al, 2001;

KUROYANAGI et al., 2003; OLIVEIRA; GRILLO; TABARELLI, 2004; AGRA et al.,

2007; ALBUQUERQUE et al., 2007; COELHO-FERREIRA, 2009; MELO; VIEIRA, 2017).
A familia Boraginaceae, pertencente a ordem Lamiales, a subclasse Asteridae e a

classe Magnoliatae (SILVA, 2013), é composta por cerca de nove géneros e 66 espécies

vegetais (BFG, 2015). Todavia, devido a estudos moleculares, baseados também em

caracteristicas morfologicas de cada espécie e na estabilidade nomenclatural, existem

variacGes quanto a consideracdo do numero de géneros e espécies inclusos nessa familia

(SILVA et al., 2017).

De forma geral, espécies pertencentes a familia Boraginaceae tem a utilizacdo de
diversas partes do vegetal (folhas, flores, frutos, sementes e caule, por exemplo), onde séo
extraidos, principalmente alcaloides, hidroquinonas, saponinas, taninos e acidos fendlicos
(SODRE, 2013; SILVA, 2017).



33

Um dos géneros pertencentes a essa familia é denominado de Cordia, amplamente
abordado, por Oza e Kulkarni (2017), quanto aos usos tradicionais, composi¢do fitoquimica e
associacdo a atividades farmacoldgicas de varias das espécies pertencentes a esse género.

O género Cordia é composto por cerca de 250 espécies ricas em metabolitos
secundarios referente as classes dos terpenos e compostos fendlicos. Contudo, os metabdlitos
mais caracteristicos, a esse género, sdo conhecidos como quinonas meroterpénicas, de acordo

com Silva e colaboradores (2017).

Figura 1: Varronia multispicata (Cham) Borhidi.

Legenda: A- llustracdo representando componentes estruturais dos ramos de V. multispicata; B- Arbusto de
coleta; C- Folha de V. multispicata; D- Inflorescéncia de V. multispicata.
Fonte: A- Adaptacdo de LOPES, 2017; B,C,D- Dados da pesquisa.

V. multispicata é uma espécie vegetal classificada como arbusto com caracteristicas
espontaneas, ou seja, possui ampla facilidade de dispersdo, sendo essa uma caracteristica
associada a familia que esta inserida (Boraginaceae) (OLIVEIRA; GRILLO; TABARELLI,
2004). Por essa caracteristica, favorece crescimento de novas espécies vegetais em campos,
pastos, areas abertas, clareiras, zonas de gramineas (VIEIRA; UHL; NEPSTAD, 1994,
OLIVEIRA; GRILLO; TABARELLI, 2004), principalmente em estacbes chuvosas
(MOURA; MELO; SCHLINDWEIN, 2007).
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Quanto aos aspectos boténicos de V. multispicata tem como principais caracteristicas:
ramos estrigosos (Figura 1A); folhas pecioladas e lamina foliar (5 a 10 cm x 3 a 5,5 cm) com
margem serreada, oval, &pice agudo a acuminado (Figura 1B), com face abaxial tomentosa;
inflorescéncias espiciformes, terminal e axilar (entre 3 e 9 cm) (Figura 1D); peciolo (entre 3 a
6 mm), cilindrico e estrigoso; sementes ndo observadas. A descricdo de outros aspectos
boténicos de V. multispicata, sdo expostos por Melo & Vieira (2017) e Watanabe, Hiura &
Nogueira (2017).

Kuroyanagi e colaboradores (2001) isolaram e elucidaram, estruturalmente, novos
compostos triterpénicos (seis triterpenoides de tipo ursano e oleanano), a partir do
fracionamento do extrato metandlico, das folhas de Cordia multispicata, com acetato de etila,
0s quais apresentaram atividade antiandrogénica (inibicdo da testosterona) (KUROYANAGI
et al., 2001). Contudo, no estudo de Kuroyanagi e colaboradores (2003), com a purificagéo
dos elementos polares da fracdo soluvel em acetato de etila, os novos triterpenos, do tipo
damano (cordianois A e cordialina A) isolados, nédo responderam da mesma forma frente a
atividade antiandrogénica, apresentando baixa eficacia (KUROYANAGI et al., 2003).

Vaz (2015), ao realizar a triagem fitoquimica do extrato etandlico das folhas de V.
multispicata, e suas fracdes, foi possivel verificar a de presenca de compostos fendlicos,
acidos graxos, flavonoides, cumarinas e terpenoides. Em conjunto foram obtidos extratos de
varias outras partes da V. multispicata, sendo isolados os flavonoides retusina e ayanina, tanto
no extrato etanolico das folhas, como do extrato de acetato de etila da inflorescéncia (VAZ,
2015).

Também, a partir do extrato de acetato de etila da inflorescéncia, foi isolado o
flavonoide 3,7-dimetoxi-3’,4’,5-triidroxiflavona. Além disso, o extrato aquoso das folhas de
V. multispicata apresentou atividade antimicrobiana, frente a cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina, enquanto que o extrato etandlico das folhas e suas fracGes
demonstraram boa atividade antinociceptiva (VAZ, 2015).

Em um estudo mais recente, Silva e colaboradores (2017) realizaram a analise
fitogquimica do extrato hexanico de raizes de C. multispicata resultando no isolamento e
caracterizacdo de trés naftoguinonas meroterpénicas, por meio de espectroscopia por
ressonancia magnética nuclear (SILVA et al., 2017).

Ja no estudo realizado pelo grupo de pesquisa parceiro (LOPES et at., 2019), por meio
de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (CL-EM) realizou-se a
identificacdo de uma gama de flavonoides presentes como constituintes do extrato seco

aquoso liofilizado das folhas de V. multispicata, sendo citados: quercetina; quercetina-3-O-
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rutinosideo; kaempferol; kaempferol-7-O-glicésideo; kaempferol-3-O-rutindsideo; 5,6'-di-
hidroxi-7,2 ', 4', 5'-tetrametoxiflavona; 5,3'-di-hidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavona; e 5-hidroxi-
3,7,3 ', 4'-tetrametoxiflavona, além da 3,7-dimetoxi-3',4',5-triidroxifavavona, anteriormente
isolada, pela primeira vez por Vaz (2015).

Quanto a avaliacdo da toxicidade oral aguda, os animais tratados com 2000 mg/kg do
extrato liofilizado ndo manifestaram nenhum sinal de toxicidade evidente, apresentando
146,89 mg/kg como dose efetiva mediana (DE50) e, nas avaliagdes dos efeitos
antinociceptivo e anti-inflamatério, observou-se atividade periférica significativa, além de
evidéncias de hepatoprotecéo e efeito antioxidante (LOPES, 2017; LOPES et at., 2019).

25 ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO E DESENVOLVIMENTO DE FORMAS
FARMACEUTICAS FITOTERAPICAS

“O fitoterapico ¢ um medicamento e, como tal, deve atender a todos os requisitos
necessarios no que se refere a eficacia, a segurancga e a qualidade” (GIL, 2010). Diante dessa
afirmativa, primeiramente, para a obtencdo de formas farmacéuticas liquida e semissélidas a
base de Varronia multispicata, assim como ao utilizar qualquer que seja a fonte vegetal,
devem ser analisados todos os parametros de qualidade exigidos (BADKE, 2011; SODRE,
2013) pelos compéndios oficiais, como a Farmacopeia Brasileira (FB) (BRASIL, 2019a).

Sabendo-se que “a escolha apropriada da forma farmacéutica ¢ da via de
administracdo tem como objetivo veicular, de forma correta, o(s) principio(s) ativo(s) que
compdem a planta medicinal, promovendo eficiente absor¢ao ¢ distribuigao” (LEITE, 2009),
fatores relacionados as caracteristicas fisico-quimicas do extrato vegetal, conhecimento das
vantagens e desvantagens das formas farmacéuticas de escolha, efeito terapéutico
preconizado, perfil de absorcéo do(s) principio(s) ativo(s) vegetais, além da finalidade de uma
acdo local ou sistémica a partir da formulacdo obtida, sdo os fatores considerados no
desenvolvimento de formas farmacéuticas a base de V. multispicata (LEITE, 2009).

Diante das promissoras propriedades analgésicas e anti-inflamatoria de V. multispicata
(LOPES, 2017), também frente as desvantagens terapéuticas ja citadas, o desenvolvimento de
uma solucédo oral, torna-se a primeira escolha desse estudo, devido a flexibilidade da dose,
facilidade de administragdo e ingestdo, atendendo tanto a populacdo pediatrica como a
geriatrica, essa que geralmente sofrem de comorbidades ja preexistentes, além da perda do
tdnus muscular, diminuicdo dos reflexos e possibilidade de engasgo com administracdo de
formulac6es sélidas, por exemplo (LIU et al., 2015; CASTRO, 2017).
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Também foi optado pelo desenvolvimento de duas formas farmacéuticas semissdlidas,
j& que os Insumos Farmacéuticos Ativos (IFAs) administrados topicamente ndo sofrem o
metabolismo de primeira passagem, ndo ocasionam problemas gastrointestinais, reduzem
efeitos sistémicos e promovem liberacdo constante do principio ativo no sitio de aplicacdo
(SOLIGNAC, 2009).

O creme, como forma farmacéutica preferivel para uso em regides de atrito, que
apresentam caracteristica de pele seca; e o gel, normalmente utilizado em tipos de pele normal
a oleosa, com ou sem a presenca de pelos. Visando-se também o emprego dessas formulacées,
de base aquosa, em lesdes do tipo Umida (ou com exsudato) (AULTON; TAYLOR, 2016),
para posteriores analises da atividade cicatrizante.

Sendo assim torna-se necessario um embasamento teorico, contemplando todos esses

aspectos essenciais para fundamentacao do referente estudo.

2.5.1 Caracterizacdo fisico-quimica dos insumos vegetais

A caracterizacdo dos insumos vegetais a base de V. multispicata: droga vegetal e
derivados (extrato fluido e extrato seco) deve atender as determinacBes para o controle da
qualidade de mateérias-primas vegetais e fitoterapicos (LEITE, 2009; GIL, 2010).

Para a droga vegetal abrange-se, quando aplicavel, a determinacdo de matéria
estranha, determinacdo do teor de umidade e cinzas (totais, sulfatadas e insoliveis em acido),
determinacdo de Oleos essenciais, indice de amargor e indice de intumescéncia, além da
classificagdo granulométrica, podendo a droga vegetal ser classificada como p6 grosso,
moderadamente grosso, semifino, fino ou finissimo (BRASIL, 2019a). Além disso, € valido
ressaltar que o controle de qualidade da droga vegetal é aplicado desde o controle do plantio
da espécie, passando pelo processo de secagem e por todos os procedimentos posteriores
(GIL, 2010).

As caracterizacGes exigidas para os extratos fluidos vegetais abrangem, quando
aplicavel, a determinacdo de residuo seco, determinacdo de massa, pH, densidade relativa e
teor de etanol. Ja para o extrato seco obtido determinagdes quanto ao teor de umidade, testes
de solubilizacdo, analise macro e microscopicas e classificagcdo granulométrica (BRASIL,
2019a), por exemplo, podem ser avaliadas, quando aplicaveis. Sendo esses parametros
variados de amostra para amostra, em especial, conforme composicdo vegetal, diferentes

métodos de secagem e finalidade pretendida.
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2.5.2 Obtencéo dos extratos secos por liofilizacao

Os extratos vegetais, em diversas apresentacdes fisicas (liquida, semissolida e/ou
seca) podem ser veiculados em qualquer forma farmacéutica a ser desenvolvida (LEITE,
2009). Todavia, a obtencdo de extratos secos torna-se mais vantajosa em relagdo ao uso da
solucéo extrativa, por exemplo.

Os extratos secos apresentam maior estabilidade, facil armazenamento, transporte e
baixo teor de substancias termolabeis e compostos enziméaticos (COUTO et al., 2011; SILVA
et al., 2018; COLUCCI; MANIACI; FISSORE, 2019). Além disso, vé-se uma maior
facilidade na realizacdo da padronizacdo quimica, alcangcando assim, maior homogeneidade
entre os lotes manipulados (LEITE, 2009).

Diversos sdo 0s processos de secagem de extratos vegetais, no entanto, o processo de
liofilizagdo € bastante utilizado visto que tem como finalidade a preservagdo das
caracteristicas e qualidade do material utilizado (BOSS et al., 2004), principalmente para
materiais extremamente sensiveis a exposicdo de altas temperaturas (AULTON; TAYLOR,
2016), além de apresentar a grande eficacia na secagem das amostras, gerando produtos de
alta qualidade (SILVA et al., 2018).

Para melhor compreensdo do mecanismo de liofilizacdo de amostras, é necessaria a
compreensdo do diagrama de fases da agua. Sabendo que a agua pode se apresentar na forma
de vapor, liquido ou sélido, o diagrama de fases expde areas especificas para cada uma dessas
fases da agua, contudo, ¢ no “ponto triplo” que essas trés fases podem ocorrer
concomitantemente. Portanto, a liofilizacdo baseia-se no fato de que o gelo sélido, exposto a
uma determinada pressao, com 0 aguecimento, ird sublimar passando da fase sélida
diretamente para a fase de vapor d’agua, sem passar pela fase liquida (AULTON; TAYLOR,
2016).

Dessa maneira, as etapas do processo de liofilizacdo envolvem: o congelamento prévio
(-10 a -30°C); etapa de aplicacdo de vacuo (fonte de vacuo suficiente para garantir a reducéo
da pressdo abaixo do ponto triplo) e a etapa de sublimacdo, que se apresenta como um
processo lento, totalmente dependente da area superficial da amostra congelada e da
transferéncia do calor de sublimacdo (AULTON; TAYLOR, 2016).

Além disso, em um estudo recente realizado por Koffi e colaboradores (2020), foi
observado que o método de liofilizagdo apresentou uma elevada preservacdo dos compostos
fendlicos totais presentes no extrato aquoso das folhas de Justicia secunda, sugerindo-se essa
técnica como vantagem também no armazenamento de extratos vegetais utilizados na

medicina tradicional.
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2.5.3 Estudo de compatibilidade de excipientes

Dentro da etapa de pré-formulagdo de uma nova forma farmacéutica, temos o estudo
da compatibilidade do Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) com os excipientes componentes da
formulacdo, sendo essas andlises extremamente necessarias para que se possa analisar e/ou
evitar possivel instabilidade ou degradacdo do IFA e/ou de algum excipiente da formulacéo,
afetando a estabilidade completa do produto (AULTON; TAYLOR, 2016).

As técnicas termoanaliticas sdo as mais utilizadas para a analise de insumos
farmacéuticos, incluindo a Termogravimetria (TG), Analise Térmica Diferencial (DTA) e a
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) (GIL, 2010; LEITE, 2017). Além disso, 0S
estudos de compatibilidade podem ser realizados a partir de outras técnicas como
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), microscopia Gptica e
microscopia eletronica de varredura (MEV) e difracdo de raios-X, por exemplo.

Quando se refere aos IFAs de origem vegetal, todas essas analises possibilitam a
caracterizacdo térmica dos componentes do extrato vegetal e também dos excipientes
isolados, além de ser possivel a preparacdo de misturas binarias como estratégia para
avaliacdo da compatibilidade entre o IFA e excipientes, sendo essas geralmente analisadas na
proporcao 1:1 (m/m) (SALVIO NETO, 2010; SILVA, 2019a).

A partir dessas técnicas, pode-se realizar a selecdo de excipientes que apresentam
maior compatibilidade com o extrato vegetal e, portanto, garantiram a manutencdo na
qualidade, seguranca e eficacia (ASSUNCAO, 2017), favorecendo, em paralelo, o
desenvolvimento racional de formulagdes (SILVA, 2019a) fitoterapicas.

A andlise térmica por TG consiste na determinagao da “variagdo de massa da amostra
(...) como uma fun¢do da temperatura, ou tempo de aquecimento” (BRASIL, 2019a), onde se
pode obter dados da matéria referentes a eventos de quimiossorcdo, dessolvatacao,
decomposicdo, degradacdo oxidativa, desidratacdo, vaporizacdo, sublimacdo, dessorcdo e
absorcdo, entre outros. Obtendo-se, pela analise das curvas DTG, uma maior visualizacdo dos
eventos ocorridos (GIL, 2010).

Entre os indicativos de interacdo entre IFA e excipiente, quando analisados por meio
da técnica TG, sdo apresentadas variagdes na forma das curvas de perda de massa, oscilacao
das temperaturas de eventos térmicos ou, até mesmo, aparecimento de novos eventos
(VERAS et al., 2019). Ja a analise térmica por DSC “possibilita avaliar os fendmenos

energéticos, fisicos e/ou quimicos produzidos durante o aquecimento (ou resfriamento) de



39

uma substancia” (BRASIL, 2019a), mas, geralmente, ndo sao aplicaveis aos IFAs de origem
vegetal.

Contudo, diante das evidéncias de possiveis incompatibilidades, técnicas mais
sensiveis e robustas podem ser utilizadas, como € o caso do FTIR onde, atraves da analise dos
espectros, é possivel realizar uma diferenciacdo das substancias com composic¢des estruturais
distintas (ASSUNCAO, 2017; BRASIL, 2019a). A comprovacio da existéncia de interagdes
deve ser minimamente avaliada, tendo em vista que o indicativo de incompatibilidade
farmacéutica pode ser até mesmo desejado, quando oferece beneficios para a formulacao
como um todo (CHADHA; BHANDARI, 2014).

Sendo valido considerar que também os indicativos de possiveis incompatibilidades
podem apresentar-se apenas quando expostos a condicGes extremamente elevadas, de
temperatura, por exemplo, como diante das técnicas de analise térmica e que, possivelmente,
ndo serdo alcancadas no desenvolvimento de uma formulacdo (SALVIO NETO, 2010;

ASSUNCAO, 2017), nem em condi¢des normais de armazenamento.

2.5.4 Formas farmacéuticas liquidas

2.5.4.1 Orgao responsavel pela percepcéo dos sabores: a lingua

A lingua desempenha diferentes papeis no corpo humano, podendo relacionar suas
funcbes a dois sistemas: 0 estomatognatico e o sistema sensorial (REZENDE et al., 2016;
FRANCO, 2018).

Esse orgdo, fazendo parte da estrutura do sistema estomatognatico, associa-se com a
mastigacdo, degluticdo, succédo e articulacdo da fala (REZENDE et al., 2016), fazendo parte
da sua composicdo musculos extrinsecos (genioglosso, estiloglosso, palatoglosso e hioglosso),
0s quais ligam-se a lingua e possibilitam a movimentacdo desse 6rgdo, e os musculos
intrinsecos (longitudinal superior, longitudinal inferior, vertical e transverso), que sdo 0s
responsaveis pelas alteracdes na sua forma (ZEMLIN, 2000; REZENDE et al., 2016) .

Considerando a lingua como o 6rgdo do sabor (FRANCO, 2018), ligado ao sistema
sensorial, se tem o envolvimento de uma ligacdo do nucleo posteromedial ventral do talamo
para a base do cortex frontal e para o cortex insular, além de projecGes para a amigdala e para
o0 hipotalamo (Figura 2) (RODRIGUES, 2010; FRANCO, 2018).

A sensacdo do paladar é transportada por trés nervos cranianos, sendo essas as vias
neurais envolvidas com a gustacdo (RODRIGUES, 2010; FRANCO, 2018) (Figura 2). Outro



40

nervo envolvido na transmissdo de sensaces nesse tecido € o nervo trigémio, ao qual esta
associada duas outras funcionalidades da lingua, a deteccdo de temperatura e textura
(FRANCO, 2018).

Dessa forma, a fisiologia da lingua e sua funcionalidade sensorial sdo os aspectos

relevantes a serem abordados.

Figura 2: Transmissdo dos sinais gustatorios para o sistema nervoso central.
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Fonte: Site “Clinica Olfact” (GUYTON; HALL, 2017; CLINICA OLFACT, 2020).

A diferenciacdo dos sabores salgado, doce, azedo, amargo e umami (RODRIGUES,
2010; FERNANDEZ-GARCIA et al., 2017) (Figura 3 - 2) sO é possivel pela presenca de
células sensitivas na cavidade oral e na orofaringe, células essas que sdo estimuladas diante de
moléculas liberadas ap6s os mecanismos da mastigacdo e ingestdo de liquidos (FRANCO,
2018).

Essas células sensoriais, quando presentes na lingua, sdo chamadas de células
gustativas e possuem o potencial de deteccdo de moléculas, por estarem vinculadas a diversas
terminacgdes nervosas (Figura 3 - 1c). Apresentam-se agrupadas em uma estrutura chamada de
“botdes gustativos”, os quais fazem parte da composi¢do das papilas (Figura 3 — 1b)
(PALHETAS NETO et al., 2011; GUYTON; HALL, 2017).

As papilas gustativas (Figura 3 — 1b) estdo distribuidas sob o epitélio da lingua,

encontrando-se em diversas regides desse Orgdo, sob diferentes morfologias e, por vezes,
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variando o nimero de botdes gustativos de sua composicdo (PALHETAS NETO et al., 2011;
GUYTON; HALL, 2017).

Podem ser classificadas como papilas circunvaladas, quando encontradas no terco
posterior da lingua e envoltas por um sulco; como papilas foliadas, que também s&o
circundadas por um sulco, mas séo localizadas nas bordas posteriores da lingua e, por fim,
podem ser classificadas como papilas fungiformes, que se apresentam circunvaladas ou
foliadas, contendo em sua composicdo indmeros botGes gustativos (Figura 3 — 1a)
(PALHETAS NETO et al., 2011; GUYTON; HALL, 2017).

Na Figura 3 também estdo demonstradas as areas de percepcdo do sabor amargo (2A);
sabor azedo (2B); sabor doce (2D) e salgado (2E). J& a area sensivel ao sabor umami estéa
representada na Figura 3 - 2C, sendo esse sabor correspondente a um “gosto saboroso e
agradavel”, associado, geralmente a presenca de glutamato monossddico, presente em carnes,
queijos e alguns vegetais (RODRIGUES, 2010; PALHETAS NETO et al., 2011).

Figura 3: Esquema grafico representando a anatomia da lingua, seus constituintes e areas gustativas.
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Legenda: la- representacdo anatdmica da lingua; 1b- representacdo anatdmica da papila gustativa; lc-
representacdo anatémica do botéo gustativo; 2A- &rea de percepcdo do sabor amargo; 2B- area de percep¢do do
sabor azedo; 2C- éarea de percep¢do do sabor umami; 2D- area de percepcdo do sabor doce; 2E- éarea de
percepcéo do sabor salgado.

Fonte: Sites “Freepik” e “Anatomia em foco” (ANATOMIA EM FOCO, 2020; FREEPIK, 2020).
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2.5.4.2 Desenvolvimento de formas farmacéuticas liquidas

Um fato importante a ser considerado, no desenvolvimento de formas farmacéuticas
liquidas, é que o fator idade pode trazer sensibilidades gustativas desiguais para os individuos
(FRANCO, 2018) e esse se torna um fator preocupante nos padrdes de aceitabilidade de um
medicamento de uso oral (CASTRO, 2017), por exemplo. Vé-se a idade como um fator critico
nesse sentido, pois, com 0 aumento da mesma, uma conjuntura de outros acontecimentos pode
levar a anormalidades na percepcéo do sabor.

Ao citar as criangas, o paladar também se torna um determinante na escolha e também
na aceitacdo (FRANCO, 2018), seja no ambito alimentar ou medicamentoso, sendo esse
grupo de individuos os que apresentam maior sensibilidade ao sabor amargo.

Dentre tantas outras causas dos disturbios do paladar (trauma encefalico, infeccdes do
trato respiratdrio, procedimentos dentarios, exposicdo a substancias toxicas e farmacos, por
exemplo (FRANCO, 2018)), o sabor relaciona-se diretamente com a capacidade olfativa.
Alguns estudos associam grande parte dos disturbios do paladar devido a um prejuizo na
funcéo olfativa dos individuos (PALHETAS NETO et al., 2011; FRANCO, 2018), sendo essa
funcéo abruptamente afetada durante o envelhecimento.

Outro fator gustativo afetado pela idade € o anatbmico. A maturacdo de estruturas
como as papilas gustativas modificam durante o desenvolvimento humano, apresentando pico
de aprimoramento durante a puberdade. Contudo, essas estruturas sofrem atrofia na faixa dos
40-45 anos, para a mulher e, para 0 homem, por volta dos 50 anos. Os botbes gustativos,
também sdo estruturas que tém sua expressdo reduzida com o envelhecimento, afetando
diretamente na percepcao de sabor (D’OTTAVIANO, 2001; PALHETAS NETO et al., 2011).

Outros dois fatores a serem considerados no desenvolvimento de uma forma
farmacéutica liquida estdo relacionados com o pH ideal para a formulacdo e o impacto da
formulacéo sob o potencial de permeacdo dos IFAs pela mucosa oral.

A avaliacdo do pH de uma solucdo oral durante a pré-formulacdo deve garantir que os
excipientes e IFAs tanto mantenham a estabilidade dos compostos, quanto a estabilidade geral
da formulacdo e que esse pH mantenha-se préximo ao pH neutro (7,00 (AULTON;
TAYLOR, 2016; GUIMARAES, 2018). A variacdo de pH em uma formulacdo pode nio s6
levar a instabilidade, mas também afetar a solubilidade dos IFAs e, consequentemente, afetar
sua farmacocinética (GIL, 2010).

Quando se refere & farmacocinética da solucdo oral, deve-se levar em consideragdo

que essa formulacdo tanto tenha efeito localizado sobre a cavidade oral e trato
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gastrointestinal, como também demonstre poder de absor¢do para agdo sistémica (AULTON;
TAYLOR, 2016). Contudo a permeabilidade do IFAs na cavidade oral, pode sofrer
interferéncias de fatores como: irrigacdo sanguinea, espessura do epitélio, queratinizacdo
celular, presenga de enzimas e condicfes patoldgicas (LAM et al., 2014), assim como pode
sofrer interferéncia ao fazer uso de um medicamento liquido em formulagéo inadequada.

Diante de tudo isso, ha composi¢cdo de uma formulacdo liquida a base de uma planta
medicinal, além do extrato vegetal, excipientes devem ser selecionados a fim de desempenhar
uma funcdo especifica na forma farmacéutica, mostrando-se seguros e adequados para
administracdo por via oral, conferindo estabilidade e favorecendo a biodisponibilidade e
aceitacdo da formulacdo (AULTON; TAYLOR, 2016).

No quadro 3 estdo expostas todas as classes, funcdes e exemplos dos constituintes que
podem fazer parte da formulagcdo de uma solucdo oral, atendendo os critérios ja& mencionados

e sendo utilizados a depender da finalidade pretendida.

2.5.4.3 Controles de qualidade aplicaveis as formas farmacéuticas liquidas

Dentre os controles de qualidade aplicaveis as formas farmacéuticas liquidas pode-se
citar: aspectos visuais e sensoriais, que envolvem todos os parametros que influenciard na
aceitabilidade do individuo, inicialmente (transparéncia da solucdo, estabilidade fisica,
associacdo entre aroma e coloracdo da formulacdo, por exemplo); medida de pH e
determinacdo da densidade (GIL, 2010; BRASIL, 20199).

2.5.5 Formas farmacéuticas semissélidas: creme e gel

2.5.5.1 Maior 6rgédo do corpo humano: a pele

A pele é um 6rgdo que desempenha diversas funcbes, devido a sua anatomia e as
propriedades quimicas e biologicas dos seus mais diversos constituintes. Possui capacidade
renovadora e de reparacdo, como também um certo grau de impermeabilidade. Apresenta
como funcdo vital a conservacdo da homeostasia, como também de funcdo sensorial e de
defesa contra agressbes fisicas, quimicas e bioldgicas (SAMPAIO; RIVITTI, 2001;
FERREIRA, 2017).

A funcdo barreira da pele sofre grande interferéncia do pH (GUIMARAES, 2018).

Fatores como regido anatémica, idade e uso de produtos topicos podem resultar em variacfes
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desse pH cutdneo (SCHNEIDER et al., 2007 retirado de Guimardes 2018), que deve ser
mantido dentro de uma faixa levemente &cida, que pode variar de 4,5 a 5,5 (LEONARDI;
GASPAR; CAMPQS, 2002; SILVA; TORRES, 2019).

Por ser um érgdo que possui estrutura especifica e heterogénea (DUARTE, 2017), a
pele humana é composta por trés camadas principais: a epiderme celular, uma camada
estratificada e avascular; a derme, que é subjacente ao tecido conectivo, e a hipoderme que é
formada pela gordura subcutanea (TORTORA; GRABOWSKI, 2005; HUANG et al., 2005),
como mostrado na Figura 4.

A epiderme (Figura 4B) € constituida por diversas células, entre elas os queratindcitos,
melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel, sendo essas duas Ultimas células
responsaveis pela apresentacdo de antigenos e as que se encontram proximas aos receptores
sensoriais, respectivamente. Todavia, mais de 80% das células epidérmicas corresponde aos
queratindcitos, estando dispostos lado a lado e apresentando uma constante renovacéo celular
(AZULAY; AZULAY, 2006; DUARTE, 2017).

A camada mais externa da epiderme é chamada de estrato corneo (Figura 4%), sendo
um tecido formado por 10 a 15 camadas de corneocitos, envolvidos por lipideos
extracelulares. Por apresentar elevada organizacdo estrutural e hidrofobicidade, o extrato
cérneo, alem de atuar como um reservatorio para formulacdes aplicadas por esta via
apresenta-se como a principal barreira para a penetracdo de substancias aplicadas topicamente
(FERNANDEZ et al., 2000; FOLDVARI, 2000; LEONARDI et al., 2004).

O grau de hidratacdo do estrato corneo é um fator bastante importante na determinacéo
da taxa de absorcao percutanea de farmacos, contudo, diversos os fatores afetam o conteido
de &gua e a funcdo de barreira da pele, como os fatores ambientais (tempo seco, oscilacdes de
temperatura, exposicdo ao vento, por exemplo), fatores patoldgicos e uso de formulacGes
topicas fora dos padrdes aceitaveis (MELO; CAMPQS, 2016).

A derme (Figura 4C) esta envolvida pelo tecido conjuntivo denso, formado por varias
células (fibroblastos, granulécitos e macrofagos). Os fibroblastos sintetizam macromoléculas
que constituem a matriz extracelular, formada por elastina, glicosaminoglicanos,
glicoproteinas de estrutura e colageno, sendo esse composto o responsavel pela rigidez e
integridade da pele, correspondendo a 75% da derme. E nessa camada da pele, que
encontramos as raizes dos pelos, as glandulas, terminacdes nervosas, além dos vasos
sanguineos e linfaticos (FOLDVARI, 2000; FERREIRA, 2017).
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Figura 4: Esquema gréfico representando as camadas da pele humana.
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Legenda: A — estrato cérneo; B — epiderme; C — derme; D — hipoderme.
Fonte: Adaptacdo de NERY (2017), site “Portal Ped”.

A hipoderme (Figura 4D) refere-se ao tecido que une a derme aos 6rgaos profundos.
Esta camada da pele é nutrida por arteriolas e vénulas, tendo sua organizacdo variando de
pessoa para pessoa, o local do corpo e nutricdo do individuo. E formada por tecido conjuntivo
adiposo, atua como tecido de barreira térmica e amortecedor mecanico (FERREIRA, 2017).

A hipoderme € capaz de sintetizar e armazenar, de forma répida, substancias
energéticas prontamente disponiveis desempenhando, a funcdo termogénica e energética,
onde, através da lipdlise, acidos graxos sdo liberados (AULTON; TAYLOR, 2016;
GUYTON; HALL, 2017).

2.5.5.2 Desenvolvimento de formas farmacéuticas semissélidas

No desenvolvimento de formas farmacéuticas semissélidas os emulsificantes e agentes
geleificantes de escolha para formulagdes do creme e gel, respectivamente, devem ser
escolhidos apds avaliacdo da sua atuacéo sob a velocidade de liberagdo do IFA, propriedade
de adesdo e textura da formulacdo (LEITE, 2009; ALLEN Jr., POPOVICH; ANSEL, 2013).



Quadro 3: Exemplos de excipientes utilizados em formas farmacéuticas liquidas com suas respectivas

classificagdes e funcdes.

TIPO DE FUNCAO EXEMPLOS
EXCIPIENTE
Conservantes Previnem o | Acido benzéico, benzoato de sddio, cloreto
crescimento de benzalconio,
microbiano cresol, etanol, fenol, parabenos (etil-, metil-,
butil-, propil-), entre outros.
Corantes Melhoram aparéncia | Existem inimeros corantes utilizados com

da formulagéo,

conferindo cor

essa finalidade farmacéutica, tendo origem

sintética, natural e mineral.

Corretores de pH

Solugbes para ajuste
de

Acidos (como, &cido citrico), alcalis (como,

hidréxido de sodio) e tampdes (como citrato,

pH acetato, fosfato e carbonato).
Corretivos de Conferem maior | Carbdmeros (Carbopol®),
viscosidade consisténcia a | carboximetilcelulose (CMOQ),
formulagéo hidroxietilcelulose (Natrosol®), entre outros.
Edulcorantes Conferem sabor doce | Aspartame (200%*), ciclamato, dextrose,

a formulacéo

manitol, sacarina (300%), sacarose, sorbitol,
stevia (200-300%*), sucralose (600%), xilitol,

entre outros.

Estabilizantes

Garantem

estabilidade quimica

Antioxidantes (como metabissulfito de sédio,

sulfito de sédio, bissulfato de sédio e &cido

e fisica do IFA ascorbico) ou agentes quelantes (como o

edetatodissodico — EDTA).
Flavorizantes Tornam as | Existem inameros flavorizantes utilizados
formulacdes com essa finalidade farmacéutica,

agradaveis ao

paladar/olfato

apresentando sabores sintéticos ou naturais.

Veiculos

Componente da
solucdo oral que se
apresenta em maior
guantidade na

formulagéo

Agua purificada, alcool etilico, glicerina,
propilenoglicol, sorbitol, éleos vegetais, 6leo

mineral, entre outros.

Legenda: *- dogura relativa quando comparado a sacarose, considerando que o poder de dogura da sacarose
igual a 1 (CAVAGNARI, 2019).
Fonte: LEITE, 2009; ALLEN Jr., POPOVICH; ANSEL, 2013; AULTON; TAYLOR, 2016.
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O estudo dos principais veiculos para as formulagfes torna-se uma perspectiva muito
importante, pois esses podem modificar a condigdo da superficie cutdnea ou protegé-la,
conferindo uma influéncia direta na acdo do IFA (LEITE, 2009).

Estudos apontam uma variacdo da eficacia de um mesmo extrato vegetal na mesma
concentracdo e sob a mesma forma farmacéutica (semissolida), porém manipuladas a partir de
diferentes veiculos. Ou seja, esse composto pode impactar na permeacdo cutanea do IFA e,
consequentemente, em sua atividade terapéutica (LEITE, 2009).

Os cremes apresentam-se como “a forma farmacéutica semissélida que consiste de
uma emulsdo, formada por uma fase lipofilica e uma fase hidrofilica. Contém um ou mais
principios ativos dissolvidos ou dispersos em uma base apropriada e é utilizada, normalmente,
para aplicac¢do externa na pele ou nas membranas mucosas” (BRASIL, 2019a).

Como sistema que sofre emulsificacdo, os cremes, podem apresentar fase interna
oleosa e fase externa aquosa, sendo classificados como emulsbes 6leo-em-agua (O/A), ou
podem ser classificados como emulsdes agua-em-Oleo (A/O) caso possuam estruturacao
contraria (ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013; AULTON; TAYLOR, 2016).

Ja os geis sdo caracterizados como “a forma farmacéutica semissélida de um ou mais
principios ativos que contém um agente gelificante para fornecer firmeza a uma solucéo ou
dispersdo coloidal” (BRASIL, 2019a), sendo o seu estado semissdlido alcancado pelo
aumento da viscosidade apos formacdo da rede tridimensional intrinseca e 0 consequente
atrito interno (ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Para os geis hidrofilicos, nos espacos presentes entre a rede tridimensional
entrelacada, existe a fase continua onde agua e IFA coexistem. Contudo, as disposicdes
tortuosas desses mesmos intersticios influenciam na taxa de liberacdo do IFA (AULTON;
TAYLOR, 2016).

Portanto, no desenvolvimento de forma farmacéutica semissolida gel torna-se
relevante a analise tanto do comportamento da forma farmacéutica frente a uso de polimeros
com diferentes massas moleculares e em diferentes concentragdes, pois altas concentracdes de
polimero podem diminuir a formacéo de espacos na malha polimérica e reter o IFA, afetando
a permeacdo cutanea e atividade terapéutica (AULTON; TAYLOR, 2016).

A permeacdo cutanea e atividade terapéutica também podem sofrer interferéncia pelas
préprias peculiaridades dos IFAs, como o seu coeficiente de particdo O/A e sua penetragdo na
pele por meio dos foliculos pilosos, poros, glandulas sudoriparas e outras estruturas da pele
(LEITE, 2009; ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013).
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O IFA veiculado em uma forma farmacéutica semissdlida precisa ndo sO ter uma
facilidade em penetrar o estrato corneo (natureza lipofilica), mas também ter poder de
dispersar-se nas regides de natureza hidrofilica da pele. Sendo, assim, justifichvel o
desenvolvimento de fitoterapicos topicos com acdo local e, poucas vezes, com finalidade
sistémica (LEITE, 2009).

Diante desse aspecto, excipientes caracterizados como promotores de absor¢do sé@o
utilizados, a fim de modificar a barreira cutanea e aumentar a permeabilidade dos compostos.
Contudo, devem garantir que esse processo seja reversivel e, assim como o0s demais
excipientes a serem selecionados, deve desempenhar funcdo especifica na formulacdo, de
forma segura e adequada para administracdo, além de também conferir estabilidade e
aceitacdo da formulacéo tépica (LEITE, 2009; AULTON; TAYLOR, 2016).

No quadro 4 estdo expostas todas as classes, funcdes e exemplos dos constituintes que
podem fazer parte da formulacdo de cremes e geis, atendendo os critérios ja mencionados e

sendo utilizados a depender da finalidade pretendida.

2.5.5.3 Controles de qualidade aplicaveis as formas farmacéuticas semissolidas

Dentre os controles de qualidade aplicaveis as formas farmacéuticas semissolidas
pode-se citar: aspectos visuais e sensoriais, medidas de pH e avaliagdo do comportamento
reoldgico (GIL, 2010; BRASIL, 2019a).

Sabendo-se que as caracteristicas organolépticas (aparéncia visual, cor, aroma e
andlise sensorial) sdo fatores que interferem diretamente na aceitacdo dos produtos, tém-se
também a ciéncia de que formulagdes que apresentam “ma aparéncia” ndo possuem
estabilidade fisica e apresentam um perfil de liberacdo de farmaco bastante aleatério
(AULTON; TAYLOR, 2016).

Quanto a determinacdo do pH, em especial, para as formulacbes de uso tdpico, trés
aspectos devem ser levados em consideracdo: tempo de permanéncia sob a pele, estabilidade
dos constituintes da formulacdo e tolerancia biolégica para produtos topicos (GUIMARAES,
2018; SILVA; TORRES, 2019).

Diante de uma forma farmacéutica semissolida desenvolvida com o intuito de
permanecer por um longo periodo de tempo sob a pele, a mesma deve apresentar um pH entre
4,0 a7,0 (SILVA; TORRES, 2019), de forma que o pH ideal garanta tanto a estabilidade dos
compostos, quanto a estabilidade geral da formulagéo, aceitando-se ainda uma variagéo de um
pH da formulacio entre 5,5 e 8,0 (SILVA et al., 2009a; GUIMARAES, 2018).
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Uma pele saudavel e integra apresenta-se em uma faixa de pH levemente acida, como
forma de manutencdo da protecdo bactericida e fungicida na superficie (LEONARDI;
GASPAR; CAMPOS, 2002), contudo, em um tecido lesionado (com ferida, por exemplo), o
pH mesmo que apresentando-se ainda ligeiramente &cido (5,8-6,6) pode ter essa faixa afetada
por secre¢fes (CAMPOS; MORE; ARRUDA, 2007). Diante disso, a tolerancia dérmica
para produtos tépicos deve ser analisada, sendo a avaliacdo do pH um fator primordial em
todas as etapas de desenvolvimento de uma nova forma farmacéutica.

Outro fator determinante na escolha de formulagdes semissélidas refere-se ao estudo
do comportamento reoldgico, sendo essa uma medicdo amplamente utilizada para avaliagdo
da estabilidade das formulagcdes (MILAN et al., 2007; AULTON; TAYLOR, 2016). A
reologia (termo inventado por Bingham e formalmente adotado em 1929) pode ser realizada a
partir das analises de consisténcia (como a espalhabilidade, por exemplo) e das medidas de
viscosidade (GIL, 2010; AULTON; TAYLOR, 2016).

Quadro 4: Exemplos de excipientes utilizados em formas farmacéuticas semissélidas com suas respectivas
classificacdes e funcoes.

Tipo de excipiente e F.F.
B Exemplos
Funcéo Creme | Gel
Agentes emulsionantes | - Emulsionantes sem carga (ndo iénicos): X

(Interpbem-se entre a fase | acidos graxos de ésteres de
dispersa e dispersante da | polietilenoglicol, polissorbatos (20, 40, 60,
formulacéo) 80), entre outros.

- Emulsionantes com carga negativa
(anibnicos): laurilsulfato de sodio, sais
monovalentes de &cidos graxos (estearato
de sodio), entre outros.

- Emulsionantes com carga positiva
(catidnicos): compostos quaternarios de
amdnio (como a cetrimida), entre outros.

- Anfifilicos graxos: alcool cetilico e
estedrico, monoestearato de glicerila, entre

outros.




Tipo de excipiente e F.F.
Exemplos
Funcéo Creme | Gel
Agentes neutralizantes | Aminometilpropanol, hidroxido de sédio, X
(Promovem gelificacdo de | trietanolamina, entre outros.
polimeros)
Agentes solubilizantes | Oleo de ricino hidrogenado e etoxilado, X
polissorbato 20, entre outros.
Conservantes Acido benzdico, benzoato de sodio, cloreto X X
(Previnem o crescimento | de benzalc6nio, cresol, etanol, fenol,
microbiano) parabenos (etil-, metil-, butil-, propil-),
entre outros.
Corretores de pH Acidos (como, &cido citrico); alcalis X X
(Solugdes para ajuste) (como, hidréxido de sddio), entre outros.
Espessantes ou agentes | Carbdmeros (Carbopol®), CMC, X
geleificantes hidroxietilcelulose (Natrosol®), polimeros
(Conferem maior naturais, como as carrageninas, entre
consisténcia a formulacdo | outros.
a partir da absorcéo e
intumescimento no
veiculo)
Estabilizantes Antioxidantes (como Metabissulfito de X X
(Garantem estabilidade | sodio, sulfito de sddio, bissulfato de sddio,
quimica e fisica do IFA) | hidroxitolueno butilado (BHT) ou agentes
quelantes (como o0 EDTA).
Promotores de permeacdo | Agua, etanol, laurilsulfato de sodio, X X
(Favorecem permeacéo do | propilenoglicol, polissorbato, entre outros.
IFA)
Umectantes Glicerina, propilenoglicol, entre outros. X X
(Promovem solubilidade
de IFA e conservantes,
além de retardar a
evaporacao da agua)

50
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Tipo de excipiente e F.F.
3 Exemplos
Funcéo Creme | Gel
Veiculos Agua purificada, alcool etilico, X X
(Responsaveis pela isoparafinas, 6leo mineral, silicones, entre

caracteristica hidrofilica | outros.
ou hidrofébica da

formulacéo)

Legenda: F.F.- Forma Farmacéutica; X- essa classe de excipientes faz parte da composicdo dessa forma
farmacéutica semissdlida (creme ou gel).
Fonte: LEITE, 2009; ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013; AULTON; TAYLOR, 2016.

Outro fator determinante na escolha de formulagdes semissolidas refere-se ao estudo
do comportamento reoldgico, sendo essa uma medicdo amplamente utilizada para avaliagcdo
da estabilidade das formulacbes (MILAN et al., 2007; AULTON; TAYLOR, 2016). A
reologia (termo inventado por Bingham e formalmente adotado em 1929) pode ser realizada a
partir das analises de consisténcia (como a espalhabilidade, por exemplo) e das medidas de
viscosidade (GIL, 2010; AULTON; TAYLOR, 2016).

A espalhabilidade de uma formulacdo de uso topico tem importancia na aderéncia na
pele, remocdo da formulacdo das embalagens e liberagdo dos principios ativos (COSTA,
2010). A modificagdo no padrdo da espalhabilidade (aumento ou diminuicdo) pode ser
alcancado a partir de alterages nos excipientes (ASSUNCAO, 2017), de forma que o quanto
mais agradavel a formulacdo se apresentar ao ser aplicada (ou seja, ter espalhabilidade 6tima
para a finalidade pretendida), mesmo com a administracdo de uma pequena quantidade da
preparacdo, a eficacia terapéutica serda semelhante (BORELLA et al., 2010).

Além disso, a espalhabilidade relaciona-se com a manutencéo da funcao de barreira da
pele (ASSUNCAO, 2017). A promocao de oclusdo no tecido, leva a privacdo da evaporacio
de fluidos, podendo favocer eventos como a contaminacdo microbioldgica da pele
(FLANAGAN, 2013; CRONEMBERGER; PAULA; MEIRELLES, 2015), sendo esse um
agravo diante da sua integridade.

Juntamente com a espalhabilidade, a viscosidade agrega informacbes ao estudo
reoldgico das formulagbes semissolidas, ndo sé fornecendo dados quanto a caracterizacdo e
classificacdo das amostras, mas também auxiliando no desenvolvimento, obtencéo e avaliacéo
do comportamento de formas farmacéuticas (AULTON; TAYLOR, 2016).

A viscosidade é conceituada como a “resisténcia de um fluido ao fluxo ou ao

movimento”, e a partir das informagdes obtidas por essa analise, os fluidos podem ser
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classificados, quanto ao seu comportamento, em duas classes: fluidos newtonianos, referente
as amostras que obedecem a Lei de Newton; ou fluidos ndo newtonianos, sendo a
classificacdo em que os fluidos de uso farmacéuticos estdo mais inseridos (ALLEN Jr.;
POPOVICH; ANSEL, 2013; AULTON; TAYLOR, 2016).

Para os fluidos newtonianos, independente da velocidade de cisalhamento ou da forca
aplicada, a viscosidade permanece constante (LAHOUD; CAMPOS, 2010) (Figura 5A),
enquanto que os fluidos ndo newtonianos sofrem alteracGes na sua viscosidade, conforme
variacdo da velocidade de cisalhamento (Figura 5 B-D). Esses podem ser classificados quanto
as caracteristicas de deformagdo e quanto ao seu comportamento dependente do tempo
(ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013; AULTON; TAYLOR, 2016).

Quanto as caracteristicas de deformagdo, classificam-se em: plasticos (de Bingham),
pseudoplésticos ou dilatantes. Os Fluidos Ndo Newtonianos plasticos, na sua fase inicial
necessitam de uma tensdo de cedéncia, ou seja, é necessaria que uma forca prévia seja
aplicada para que o fluido possa fluir. Até atingir a tensdo de cedéncia, o fluido apresenta
comportamento elastico, tendo um consequente comportamento linear (ou quase linear) apos
esse valor (LAHOUD; CAMPOS, 2010) (Figura 5B).

Como pode ser visto na Figura 5C, os fluidos pseudoplasticos tém diminuicdo da
viscosidade ap6s aumento na taxa de cisalhamento (ou gradiente de velocidade) (LAHOUD;
CAMPOS, 2010; ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013; AULTON; TAYLOR, 2016),
tendo também uma diminuicdo na energia de manutencdo do fluxo, fato que apresenta-se
como uma caracteristica vantajosa em formulacdes de uso topico, pois reflete diretamente na
facilidade de aplicacdo (MORAIS, 2006; ANTONIO, 2007).

Ja os fluidos ndo newtonianos dilatantes (Figura 5D) tém aumento da viscosidade
quando expostos a uma elevada velocidade de cisalnamento, sendo esse um evento reversivel
(LAHOUD; CAMPOS, 2010; AULTON; TAYLOR, 2016).

Ao avaliar o comportamento reolégico de um fluido ndo newtoniano e este apresentar
uma reducdo reversivel, de acordo com o tempo, pode-se classificar esse fluido como
tixotrépico (Figura 6). Essa avaliacdo consiste na exposicdo de um material a um gradiente de
velocidade crescente e, logo em seguida, um gradiente de velocidade decrescente.

Diante desse efeito, alguns fluidos podem apresentar uma area entre as curvas
ascendentes e descentes, chamada de algca ou loop de histerese, podendo, a depender da
amostra, a curva descendente estar disposta em um plano inferior (Figura 6A) ou superior
(Figura 6B), quando comparada com a curva ascendente (LAHOUD; CAMPOS, 2010;
AULTON; TAYLOR, 2016).
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Figura 5: Representacéo de reogramas de acordo com o comportamento de varios materiais

a
-

Tensdo de cisalhamento
Tensao de cisalhamento

a Velkocidade de cisathamento b Velocidade de cisalhamento

Tens&o de cisalhamento
Tensdo de cisalhamento

c Velocidade de cisalhamento d Velocidade de cisalhamento

Legenda: (a) Fluido Newtoniano; (b) Fluido Nao Newtoniano plastico; (c) Fluido Ndo Newtoniano
pseudoplastico; (d) Fluido Ndo Newtoniano dilatante.
Fonte: AULTON; TAYLOR, 2016.

Figura 6: Representacdo de comportamento reolégico de fluidos ndo newtonianos dependente do tempo.

histerese
histerese

Tensao de cisalhamento

Tensao de cisalhamento

Velocidade de cisalhamento Velocidade de cisalhamento

® ®

Legenda: A- Reograma referente a material tixotrépico pseudoplastico; B- Reograma referente a material
tixotrdpico dilatante.
Fonte: Adaptacdo AULTON; TAYLOR, 2016.

2.6  PADRONIZACAO QUIMICA DAS FORMAS FARMACEUTICAS

Como ja citado, o favorecimento da padronizacdo quimica do IFA vegetal, seja no
extrato fluido ou seco, é importante para a reprodutibilidade dos efeitos, quando esses sdo
incorporados a formulagdes fitoterapicas, por exemplo (TOLEDO et al., 2003; LEITE, 2009).

Dessa forma, dentro dos processos do desenvolvimento de fitoterapicos, leva-se em

consideracdo ndo sé os aspectos boténicos e farmacoldgicos associados a espécie, mas,
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principalmente, a qualidade associada a composi¢do quimica (TOLEDO et al., 2003).

Contudo, “as analises qualitativas e quantitativas necessarias para a determinagdo
do(s) principal(ais) ativo(s), devem ser realizadas de acordo com a especificidade de cada
um” (GIL, 2010).

A forma de dosagem em produtos fitoterapicos obtidos baseia-se na padronizacao de
marcadores quimicos, por meio de testes qualitativos e/ou quantitativos, desenvolvidos e
validados de acordo com cada material vegetal (GIL, 2010; ANVISA, 2018). As técnicas
mais utilizadas incluem a titulacdo, espectroscopia na regido do ultravioleta visivel (UV-vis),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa (LEITE, 2009).

Devido a complexidade da composicdo vegetal, a padronizacdo quimica torna-se um
desafio, visto que oscilagbes na concentracdo e variabilidade dos ativos ocorrem
rotineiramente e sofrem inUmeras interferéncias (GIL, 2010), necessitando-se um alinhamento
e repeticdo de todos os parametros utilizados na obtencdo da droga vegetal e seus derivados
(extrato vegetal fluido, semissdlido ou seco) (LEITE, 2009).

Modificacdes dos critérios de obtencdo do extrato, como variacdo do tipo de solvente
extrator, temperatura e tempo de extragdo, por exemplo, sdo fatores que afetam na sua
constituicdo quimica final que, consequentemente, afeta a dosagem e a resposta terapéutica
(LEITE, 2009).

Assim, diante da uniformidade da quantidade/concentracdo de marcador quimico
vegetal, pode-se realizar a incorporacdo do IFA em uma forma farmacéutica de maneira
segura (GIL, 2010).
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3 METODOLOGIA

3.1 OBTENCAO E PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas de V. multispicata foram coletadas no més de marco de 2018, no municipio
de Castanhal-PA e, posteriormente, um ramo (de aproximadamente 20 cm) foi encaminhado
para o Herbario da Embrapa Amaz6nia Oriental, onde a exsicata foi registrada (IAN-188979).

Conforme previsto pela Lei 13.123/2015 (que dispde sobre “o acesso ao patrimdnio
genético, sobre a protecdo e 0 acesso ao conhecimento tradicional associado e sobre a
reparticdo de beneficios para conservacao e uso sustentavel da biodiversidade” (BRASIL,
2015)), V. multispicata foi cadastrada no Sistema Nacional de Gest&o do Patrimdnio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob 0 numero AO0O9BAA.

As folhas coletadas foram selecionadas, lavadas com agua corrente, sanitizadas com
hipoclorito a 0,1% (p/v) e secas em estufa de ar circulante (a 45 °C, durante 52 horas)
(LOPES, 2017; LOPES et al., 2019). Apo0s secagem, as folhas foram trituradas em
liquidificador, obtendo-se a droga vegetal que foi devidamente armazenada em recipiente de

vidro, devidamente lacrado, livre de umidade e de contaminantes.

3.2 CARACTERIZACAO DA DROGA VEGETAL

3.2.1 Determinacdo da matéria estranha

A porcentagem de matéria estranha foi obtida seguindo a metodologia descrita na
FB, 62 ed., em triplicata (BRASIL, 2019a). Por meio do método de gquarteamento, 25 g da
amostra foram espalhadas sob uma superficie plana, realizando a separacdo manual das
matérias estranhas da droga vegetal. Em seguida, o material separado foi pesado e a
porcentagem de matéria estranha foi calculada de acordo com o peso da amostra utilizada

para 0 experimento.
3.2.2 Determinacdo da distribuicdo granulométrica do pé
A determinacdo da distribuicdo granulométrica do p6 foi realizada segundo a

descricdo encontrada na FB, 6 ed. (BRASIL, 2019a). Cerca de 25¢g da droga vegetal foram

transferidos para o tamis superior, distribuindo-a uniformemente sob a superficie do mesmo.
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O conjunto de tamises selecionado (ABNT/ ASTM) (Tabela 1) foi tampado e o aparelho foi
acionado, por 15 minutos, com vibracdo adequada e constante. Apds os 15 minutos, com o
auxilio de um pincel, foi removida toda a droga vegetal retida na superficie superior de cada
tamis e também do coletor para um papel impermeavel, e pesado o p6. A analise foi realizada
em triplicata.

Tabela 1: Abertura de malha do conjunto de tamises selecionado.

Numero do Tamis Abertura do
(ABNT/ ASTM) Tamis (um)

20 850 um

30 600 um

40 425 um

60 250 pm

100 150 um

200 125 pm

Fonte: Adaptado da FB, 6% ed. (BRASIL, 2019a).

Foi realizada a classificacdo da droga vegetal, conforme FB, 6% ed. (BRASIL,
2019a), que descreve 0s pos como: grosso, pd moderadamente grosso, po semifino, po fino ou
po finissimo. O célculo do percentual de droga vegetal retida em cada tamis foi realizado a

partir da seguinte formula:

P1
% Retida pelo tamis = P2 x 100

Onde:
P1 = Peso da amostra retida em cada tamis (em gramas);
P2 = Soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (em gramas);

100 = Fator de porcentagem.
3.2..3 Determinacdo da perda por dessecagdo

A determinacdo da perda por dessecacao foi obtida seguindo a metodologia descrita
na FB, 62 ed. (BRASIL, 2019a). Cerca de 2 g da droga vegetal foram pesados juntamente com
0s pesa-filtros tampados (previamente dessecados durante 30 minutos, a 105°C, e resfriados

em dessecador).
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Ao serem colocados na estufa, foram retiradas as tampas dos pesa-filtros e deixadas
também na estufa, onde a amostra foi seca a 105°C, por 2 horas. Apos este periodo, 0s pesa-
filtros foram colocados para esfriar no dessecador e a pesagem foi realizada. Esse
procedimento foi repetido até a obtencéo do peso constante e foi realizado em triplicata.

A porcentagem de perda por dessecacdo foi calculada através da formula:

. Pu — Ps
% perda por dessecagdo = - X 100

Onde:
Pm = peso da amostra;
Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacéo;
Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra ap0s a dessecagéo.

3.2.4 Determinacdo do teor de cinzas totais

A determinacdo do teor de cinzas totais foi realizada em triplicata, onde foram
pesados cerca de 3 g da droga vegetal pulverizada e transferidos para cada cadinho,
previamente dessecado a 200°C, por 30 minutos. A amostra foi distribuida uniformemente e
incinerada, sendo utilizado o seguinte gradiente de temperatura: 30 minutos a 200°C, 60
minutos a 400°C e 90 minutos a 600°C; até que todo o carvao fosse eliminado. Apds este
procedimento, os cadinhos foram novamente pesados e a porcentagem de cinzas foi calculada

em relacdo a droga seca ao ar (BRASIL, 2019a).

3.3 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO AQUOSO

O extrato aquoso de V. multispicata foi obtido pelo processo de infusdo na propor¢éo
de droga:solvente 1:10 (p/v), a 100 °C por 30 minutos (LOPES, 2017; LOPES et al., 2019).
Em seguida, foi filtrado utilizando algoddo, e armazenado em recipiente adequado, sendo
preparado a cada dia de uso, para evitar contamina¢do microbioldgica e/ou interferéncia nas

analises experimentais.
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3.3.1 Determinacao de residuo seco

Em pesa-filtro, cerca de 2 mL do extrato aquoso foram evaporados (em banho-maria),
e logo, em seguida foram dessecados em estufa a 100-105°C, por 3 horas. Apés este periodo,
0 pesa-filtro foi esfriado em dessecador e pesado (BRASIL, 2019a). Este procedimento foi
realizado em triplicata e o resultado expresso em porcentagem m/m ou em g/L, de acordo com
a FB, 62 ed. (BRASIL, 2019a).

3.3.2 Determinacgéo do pH

A determinagéo do pH foi realizada utilizando cerca de 25 mL do extrato aquoso em
pHmétro Micronal® (modelo B474), previamente calibrado. O resultado foi expresso pela
média de trés determinacdes, descrita de acordo com a FB, 6 ed. (BRASIL, 2019a).

3.3.3 Determinacéo de densidade relativa

Foi transferido o extrato aquoso de V. multispicata para um picnémetro de 25 mL,
previamente calibrado, removendo o excesso do liquido com o auxilio de um papel
absorvente e pesado. O peso da amostra foi obtido atraves da diferenca de massa do
picndémetro cheio e vazio, ambos a 20°C. Esta metodologia foi uma adaptacdo de BRASIL,
2019a.

O procedimento foi realizado em triplicata e a densidade relativa foi determinada por
meio da seguinte férmula:

P20 = 0,99820 x d?% + 0,0012

Onde:
P20 =Densidade da massa;
0,99820 g/mL = Densidade da 4gua na temperatura de 20°C;

d®,0= Densidade relativa.

3.4 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO SECO

O extrato seco foi obtido através do processo de secagem por liofilizacdo

(liofilizador LIOTOP®, modelo L101). O extrato aquoso preparado foi distribuido em
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recipientes de aluminio adequados e submetido a congelamento por cerca de 72 horas. Em
seguida, esses recipientes foram transferidos para o liofilizador, utilizando-se os seguintes
parametros: 24 pHg, 211 Vca a uma temperatura de -57°C, durante 5 dias. O extrato seco
obtido foi colocado em recipiente adequadamente vedado, sob o abrigo da luz e armazenado
em dessecador, a fim de evitar captacdo de umidade e degradacéo.

3.4.1 Determinacdo da umidade

Também foi realizada a determinacdo de umidade do extrato seco de V. multispicata
utilizando método gravimétrico, através da perda por dessecacdo descrita na FB, 6% ed.
(BRASIL, 2019a).

3.4.2 Anélise da solubilidade do extrato seco liofilizado de V. multispicata

Visto que o extrato seco de V. multispicata apresenta pouca ou nenhuma solubilidade
frente a alguns solventes, e tendo como propdsito principal otimizar o processo de
desenvolvimento e obtencdo da forma farmacéutica liquida, foi realizada a analise da
solubilidade do mesmo.

A analise da solubilidade do extrato seco foi realizada conforme metodologia descrita
na FB, 62 ed. (2019), levando em consideracdo que o nimero de partes refere-se a “quantidade
de mililitros de solvente analisado por grama de so6lido a ser dissolvido” (BRASIL, 2019a).

Primeiramente, foi realizada a tamisacdo do extrato seco de V. multispicata em tamis
com abertura de 250 um (tamis ABNT/ASTM 60), durante 15 minutos, a fim de se obter um
p6 com particulas inferiores a essa abertura de malha.

Com o extrato seco obtido apo6s tamisacao, foi realizada analise da solubilidade com
excipientes que se adequavam para utilizacdo como solvente ou cossolvente da solucdo oral
pretendida. Dessa forma, foram escolhidos os seguintes solventes: agua destilada, glicerina
(Fmaia®, Lote: 42272), propilenoglicol (Apsen Farmacéutica®, Lote: 2008E4445) e sorbitol
(Dindmica®, Lote: 98652).

Ao fim do teste, 0 extrato seco foi classificado de acordo com os dados descritos na
Tabela 2.
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Tabela 2: Termos descritivos de solubilidade.

. Volumes aproximados de solvente em
Termo descritivo

mililitros por gramas de substancia

Muito soldvel Menos de 1 parte
Facilmente solGvel De 1 a 10 partes
Solavel De 10 a 30 partes
Moderadamente soltvel De 30 a 100 partes
Pouco solavel De 100 a 1000 partes
Muito pouco solavel De 1000 a 10000 partes
Praticamente insoltvel ou insolGvel Mais de 10000 partes

Fonte: BRASIL, 2019a.

3.4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A anélise foi realizada em parceria com o Laboratério de Imunopatologia Keizo
Asami (LIKA). Inicialmente, o extrato seco de V. multispicata foi fixado em fita de dupla face
de carbono e metalizado com ouro em um ciclo de 60 segundos por 6 minutos (Metalizador
Quorum®, Q150T). Em seguida, a amostra foi analisada por microscopia eletronica
(microscopio EVO® modelo LS 15 - ZEISS, operado em 10KV).

3.4.4 Prospeccdo fitoquimica

Em parceria com o Nucleo de Desenvolvimento Analitico e Tecnologico de
Fitoterapicos (NUDATEF/UFPE), foi realizada a prospecc¢édo fitoquimica do extrato seco de
V. multispicata, utilizando a técnica de Cromatografia em Camada Delgada (CCD), conforme
Wagner e Bladt (1996).

Aproximadamente 1 g do extrato seco foi solubilizado em 1 mL de metanol, em
eppendorf, sendo, logo em seguida, submetido a agitacdo, até solubilizacdo completa. Todas
as classes de metabolitos secundarios e padrées quimicos utilizados nessa triagem estdo
apresentados no Quadro 5. Com auxilio de um capilar de vidro, tanto as amostras, quanto 0s
padrdes foram aplicados em placas cromatograficas de silica gel 60 — F2s4 (distancia padrdo de
5 cm da base e dos pontos de aplicacdo da amostra/padrdo), sendo eluidas em cubas saturadas
com o sistema movel especifico (Quadro 5), utilizando reagentes grau analitico durante todo

experimento.
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Apbs secagem a temperatura ambiente, as placas foram visualizadas sob a luz
ultravioleta (254 e 365 nm e/ou luz visivel, de acordo com o metabdlito avaliado), reveladas
com o0s agentes cromogénicos especificos (Quadro 5) e fotografadas (Fotodocumentador,
modelo MULTIDOC-IT 125 TLC, UVP®). As bandas obtidas foram analisadas de acordo
com o fator de retencéo (Rf).

O teste de espuma para avaliagdo de saponinas na amostra de V. multispicata foi
realizado, seguindo a metodologia da Sociedade Brasileira de Farmacognosia (2009).

Quadro 5: PadrBes quimicos, sistemas eluentes e agentes cromogénicos utilizados na triagem fitoquimica do

extrato seco de V. multispicata.

Classe de Padrdes Sistema eluente | Agentes cromogénicos
Metabolitos (v/v)
Alcaloides Atropina 70:20:10 A Dragendorff
Cumarinas Cumarina 50:50:50 B Hidroxido de potassio
10% + A
Derivados Senosideo A 40:40:29:1 ¢ Acido nitrico + A +
antracénicos Hidroxido de potéssio
10%
Derivados cinamicos | Acido cafeico Cloreto de aluminio ou
Flavonoides Rutina difenilboriloxietilamina
90:5:5P + polietilenoglicol
Taninos condensados Catequina Vanilina cloridrica + A
Taninos hidrolisados | Acido géalico Cloreto férrico
Saponinas Escina 60:32:12:8 F Anisaldeido sulfarico
Terpenos e esteroides B-sitosterol 70:30 0u 90:10 ou | Liebermann-Burchard
97:3F +A

Legenda:“tolueno: acetato de etila: dietilamina; B éter etilico: acetato de etila: saturado com acido acético 10%; ©
n-propanol: acetato de etila: agua: acido acético glacial; P acetato de etila: acido formico: agua; E cloroférmio:
acido acético glacial: metanol: agua; " tolueno: acetato de etila.

Fonte: Adaptado de Wagner e Bladt (1996).

3.4.5 Doseamento de compostos fendlicos

O doseamento dos compostos fendlicos totais no extrato seco de V. multispicata foi

realizado pelo método espectrofotométrico (SINGLETON et al., 1999), realizado em parceria
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com a Prof? Dr Claudia Sampaio de Andrade Lima, no Laboratério de Biotecnologia de
Produtos Naturais (Bionat - UFPE).

Foi utilizado o extrato na concentragdo de 1 mg/mL, reagindo com 0,5 mL de solucéo
metandlica, 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu (10%) e 2,5 mL de NaHCO3 a 7,5%. O
branco foi preparado concomitantemente. ApOs pipetagem, a amostra e o branco foram
incubados em banho termostatizado a 45°C, durante 45 min.

A absorbéancia foi determinada usando o espectrofotémetro UV-vis com a leitura do
comprimento de onda a 765 nm (A). As amostras (1000, 750, 500 e 250 ug/mL) foram
preparadas em triplicata para cada analise e o valor médio foi obtido. O mesmo procedimento
foi repetido para a solucdo padrdo de &cido galico e a curva de calibracdo foi determinada. A
concentracdo de compostos fendlicos foi calculada (mg/mL) e resultado foi expresso em
termos de equivalentes de acido galico (mg de AG/g de extrato) (STANKOVIC, 2011).

3.5 ANALISE DO PERFIL TERMICO

O perfil téermico da droga vegetal e do extrato seco de V. multispicata foi obtido
através da Termogravimetria (TGA) e Termogravimetria Derivada (DTA), seguindo
metodologia adaptada de SILVA (2019a). Foram realizados em sistema de Analise Térmica
Diferencial/Termogravimétrica, Shimadzu® (modelo DTG-60H), sob atmosfera dinamica de
nitrogénio (100 mL.min?) e razdo de aquecimento de 10 °C.mint. Cerca de 5mg de cada uma
das amostras foram analisadass em um intervalo de temperatura de 30° a 600°C. A calibracao
do equipamento foi realizada na razdo de aquecimento de 10°C.min?, utilizando como padrio
0 oxalato de célcio. As curvas termogravimétricas (TG) obtidas foram analisadas por meio do

o software TA 60® e os graficos montados com auxilio do software Origin® 8.0.

3.6 OBTENCAO E CONTROLE DE QUALIDADE FiSICO-QUIMICO DAS FORMAS
FARMACEUTICAS A BASE DE V. multispicata

Para o desenvolvimento das formas farmacéuticas propostas, foi realizada uma prévia
selecdo dos excipientes indicados para solugdo oral, creme e gel, capazes de veicular o extrato
(seco ou aquoso), de forma que as caracteristicas desejadas para administragdo fossem
garantidas.

Dessa forma, foi elaborado um estudo de planificagdo qualitativa e quantitativa para

selecdo dos excipientes e suas respectivas concentragdes. A partir dos dados obtidos, foi
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realizado também o estudo de compatibilidade com cada um dos excipientes escolhidos e
realizados os controles de qualidade especificos para cada formulagdo (conforme descrito nas
subseces 3.6.1, 3.6.2 e 3.6.3).

3.6.1 Forma Farmacéutica Solucdo oral a base de V. multispicata

Para a fase de desenvolvimento da formulacdo da solugdo oral a base do extrato seco
de V. multispicata foram utilizados os seguintes excipientes: sorbitol (Dindmica®, Lote:
98652), metilparabeno (Lote: 347M1014), esséncia de chocolate (Martflavor®, Lote:
19100025), sucralose (EIC do Brasil®, Lote: 88501) e agua destilada.

3.6.1.1 Estudo de compatibilidade dos excipientes e do extrato seco liofilizado para a
obtencéo da solugédo oral a base de V. multispicata

Para a realizacdo do estudo de compatibilidade, foram preparadas misturas binarias na
proporcdo de 1:1 (p/p) dos excipientes e do extrato seco liofilizado de V. multispicata. A
Tabela 3 mostra os excipientes finais utilizados na forma farmacéutica liquida desenvolvida.

O teste de compatibilidade entre extrato seco e excipientes seguiu todos 0s parametros
ja descritos anteriormente na metodologia da secéo 3.5.

Tabela 3: Excipientes utilizados no desenvolvimento da solugdo oral a base de V. multispicata com suas
respectivas finalidades e concentracdes usuais (%) permitidas.

Forma Excipientes Funcéo %
farmacéutica

Sorbitol Cossolvente 20,00-35,00%
Sucralose Edulcorante 0,03-0,244
Soluc&o oral Metilparabeno Conservante 0,015-0,204
Esséncia de chocolate Flavorizante 0,10-0,208
Agua destilada Veiculo q.s.p.

Legenda: #: Handbook, 62 ed. (Rowe; Sheskey; Quinn, 2009); B: Martflavor IndUstria e Comércio de Aromas.
Fonte: Dados da pesquisa.

3.6.1.2 Obtencdo da solucdo oral a base do extrato seco de V. multispicata

Para a obtencdo da solucédo oral & base do extrato seco de V. multispicata foi realizado

um planejamento quantitativo de compostos, para determinacdo dos melhores excipientes e



64

concentracdes, baseando-se nos resultados obtidos no teste de solubilidade anteriormente
realizado (subsecéo 3.4.2).

O extrato seco foi utilizado a uma concentracdo de 15 mg/mL, de acordo com 0s
estudos de Lopes (2017) e Lopes e colaboradores (2019). No inicio do processo de obtencao
da forma farmacéutica liquida, o extrato seco foi adicionado ao sorbitol sob agitacdo
constante e, logo em seguida, foi sonicado, por aproximadamente 30 min, até completa
solubilizacdo. A segunda etapa do processo de obtencdo consistiu na adicdo do conservante
(metilparabeno) a adgua destilada aquecida, até completa solubilizacdo do mesmo seguindo-se
da adicdo de sucralose, como edulcorante. Homogeneizou-se.

Adicionou-se a mistura um pouco de agua destilada, a temperatura ambiente.
Homogeneizou-se. Adicionou-se a esséncia de chocolate. Homogeneizou-se. Mediu-se o pH
e verificou-se se 0 mesmo encontrava-se na faixa entre 6,0 e 7,0 (AULTON; TAYLOR, 2016)
ja que existem poucos relatos da degradacdo do IFA, por hidrolise, em pH neutro (SILVA et
al., 2011), além de ser um pH adequado para administracao oral.

O ajuste do pH da formulacdo foi realizado, quando necesséario, utilizando &cido
citrico ou hidroxido de sodio. Completou-se o volume para 50 mL, com agua destilada.
Homogeneizou-se. A solucdo oral foi envasada em frasco ambar hermeticamente fechado.

Nessa fase inicial do desenvolvimento da forma farmacéutica liquida, foram obtidos

trés lotes de bancada (LBs I ao I11), contendo, cada LB, o volume final de 50 mL (Tabela 4).

Tabela 4: Lotes de Bancada (LBs) obtidos durante o desenvolvimento da solucdo oral a base de V. multispicata

Componente LBI(%) LB (%) LBIII(%)
Extrato seco de V. multispicata 1,50 1,50 1,50
Sorbitol 25,00 30,00 35,00
Metilparabeno 0,20 0,20 0,20
Sucralose 0,10 0,10 0,10
Esséncia de chocolate 0,10 0,10 0,10
Agua destilada g.s.p. g.s.p. q.s.p.

Legenda: LB — Lote de bancada; g.s.p — quantidade suficiente para completar o volume.
Fonte: Dados da pesquisa.
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3.6.1.3 Controles de qualidade fisico-quimicos aplicaveis a solu¢éo oral

No controle de qualidade da forma farmacéutica liquida (solucdo oral & base de V.
multispicata — LB I, LB Il e LB IlI), foram realizadas as seguintes analises: caracteristicas
organolépticas da solucdo oral obtida (cor, aparéncia visual, aroma e sabor da formulacdo
final), determinacdo do pH (conforme metodologia descrita na subsecdo 3.3.2) e determinagéo
da densidade (conforme metodologia descrita na subsecdo 3.3.3).

3.6.1.4 Fingerprint da solucdo oral por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

Esta analise foi desenvolvida e realizada em parceria com o Prof. Dr. Milton
Nascimento da Silva e a Prof® Dr2 Consuelo Y. Yoshioka e Silva, do Laboratorio de
Cromatografia Liquida, do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais, da Universidade Federal
do Para (UFPA).

As analises foram realizadas no Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu®
LC-10AD), binario, com detector de arranjo de diodo (modelo SPD-M20A), degaseificador
de membrana (modelo DGU-14A), autoinjetor de amostra (SIL-20A), interface de
comunicagdo (CBM-20A), conectado ao microcomputador com LCsolution como software de
integracdo; coluna Cig5um (Phenomenex®, 250x4,60 mm), dotada de pré-coluna; detector por
UV-vis com arranjo de diodos.

Uma solucdo na concentracdo de 5 mg/mL foi preparada com uso de 5 mg do extrato
seco solubilizado em 1 mL de agua:metanol (1:1, v/v). Tanto a solucdo do extrato seco,
quanto a solucdo oral foram acidificadas com acido férmico a 0,1% (v/v). Em seguida, as
duas amostras foram filtradas em filtro de seringa hidrofilico (0,45 um) e transferidas para o
vial. A andlise por CLAE procedeu com inje¢do automatica de 20 pulL de amostra.

Os perfis cromatogréaficos do extrato e solucdo oral de V. multispicata foram obtidos
com adaptacdo da metodologia de Snyder e colaboradores (1997), em modo de eluicdo
gradiente, fase mdvel constituida de solvente A (adgua) e B (metanol), com variacdo de 5-

100% de B em 60 minutos, a uma taxa de 1,58% metanol/min.
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3.6.2 Forma Farmacéutica Semissolida Creme a base de V. multispicata

3.6.2.1 Estudo de compatibilidade dos excipientes e do extrato seco liofilizado para a
obtencao do creme a base de V. multispicata

Para a realizacdo do estudo de compatibilidade, foram preparadas misturas binarias na
proporcao de 1:1 (p/p) dos excipientes e do extrato liofilizado de V. multispicata. A Tabela 5
mostra os excipientes finais utilizados no creme desenvolvido.

O teste de compatibilidade entre o extrato seco e excipientes seguiu todos 0s
parametros ja descritos anteriormente na metodologia da se¢éo 3.5.

Tabela 5: Excipientes utilizados no desenvolvimento do creme a base de V. multispicata com suas respectivas
finalidades e concentracdes usuais (%) permitidas.

Forma Excipientes Funcéo %

farmacéutica

Monoestearato de glicerila Emulsificante

Alcool cetoestearilico Emulsificante  Proporcéo 9:1(p/p)”

Lauril sulfato de sodio Surfactante 0,50-2,508
anibnico
Creme Butilhidroxitolueno Antioxidante 0,0075-0,108
Propilenoglicol Umectante 15,008
MF Conservante 0,20°¢
Agua destilada Veiculo q.s.p.

Legenda: A: Aulton; Taylor, 2016; B: Handbook, 62 ed. (Rowe; Sheskey; Quinn, 2009; ©: Ipel - Itibanyl Produtos
Especiais LTDA; MF - metilisotiazolinona e fenoxietanol (conservante Novamit®); g.s.p — quantidade suficiente
para completar o volume.
Fonte: Dados da pesquisa.

3.6.2.2 Obtencdo do creme a base de V. multispicata

A base do creme foi preparada pelo método de fusdo e emulsificacdo (CZEPULA,
2006). Dessa forma, os excipientes da formulacdo foram divididos em fases A e B. A fase A
da emulsdo foi composta por: monoestearato de glicerila (Lote: PG90408), élcool
cetoestearilico (Maian®, Lote: 1217122411), lauril sulfato de sodio (Dindmica®, Lote: 88467),
propilenoglicol (Apsen Farmacéutica S.A., Lote: 2008E4445), alcool cetoestearilico etoxilado
(Quimica Anastacio®, Lote: DM18120050), cloreto cetil trimetil aménio (AQIA®, Lote:
PJ50609) e hidroxitolueno butilado (BHT) (Cosmotec®, Lote: 1909000054), devido ao carater
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hidrofébico desses excipientes. Enquanto, a fase B foi composta pelos excipientes de caréater
hidrofilico: &4gua destilada e o conservante composto por metilisotiazolinona e fenoxietanol
(MF) (Novamit® - Ipel®, Lote: 047749).

As fases A e B foram preparadas separadamente e aquecidas até a temperatura de
aproximadamente 70-75°C, em chapa aquecedora. Ap6s o aquecimento, a dgua destilada foi,
lentamente, vertida a fase A, sob agitacdo leve e constante, até completa formacdo da emulsao
homogénea. Depois, foi deixado resfriar até temperatura ambiente e adicionado o conservante
sob agitacdo. O ajuste do pH da formulagdo (4,6-5,8) foi realizado nessa etapa, utilizando
trietanolamina ou &cido citrico a 20%.

Uma avaliacdo qualitativa dos excipientes foi executada, obtendo-se os LBs | a IV
(Tabela 5). A partir da obtengdo das bases, foi realizada a incorporacdo do extrato seco
tamisado (< 250 um) (5% p/p do extrato seco em 95% p/p de base) a temperatura ambiente,
por dois métodos distintos: incorporacdo direta do extrato seco e utilizando como agente de
levigago o propilenoglicol (g.s.) (LIBORIO, 2016), realizando a incorporagio com auxilio de
um gral e pistilo. Apds procedimento, a dispersdo foi incorporada a base do creme utilizando
também o gral e pistilo, até a uniformidade total da formulacdo (ALLEN Jr.; POPOVICH;
ANSEL, 2013).

Apos 48hrs, foi realizada a avaliacdo das caracteristicas organolépticas e estabilidade
fisica das formulagdes obtidas (LBs I a IV). Diante dos resultados, optou-se pela incorporacéo
do extrato aquoso de V. multispicata (10% p/p), as emulsbes Oleo/agua (O/A) manipuladas,
realizando-se a planificacdo quantitativa do excipiente monoestearato de glicerila (LBs V a
VII) (Tabela 5). A incorporacdo do extrato foi realizada gradualmente, utilizando gral e
pistilo, até a uniformidade total da formulacdo (ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013).

ApoOs a incorporacdo do extrato aquoso (10% p/p em 90% p/p de base),
homogeneizou-se e o ajuste do pH das formulacbes (4,6-5,8) (GUIMARAES, 2018) foi
novamente realizado, quando necessario, utilizando trietanolamina ou acido citrico a 20%. As
formulacdes foram acondicionadas em recipientes de plastico, devidamente lacrados,
deixados sob o abrigo da luz e umidade, sendo novamente avaliadas apds 48h.

Todos os LBs obtidos (509) estdo descritos na Tabela 6.
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Tabela 6: Lotes de Bancada (LBs) obtidos durante o desenvolvimento do creme a base de V. multispicata.

Excipientes LBl LBIl LBIIIl LBIV LBV LBVI LBVI
(%) () () () (%) (%) (%)
Extrato seco de V. 500 5,00 500 5,00 - - -
multispicata
Extrato aquoso de V. - - - - 10,00 10,00 10,00
multispicata
Monoestearato de glicerila - 6,00 6,00 10,00 6,00 8,00 10,00
Alcool cetoestearilico 9,00 300 300 300 300 3,00 3,00
Laurilsulfato de sédio 1,00 - - 0,50 0550 0,50 0,50
Alcool cetoestearilico - 1,50 - - - - -
etoxilado
Cloreto de Cetil Trimetil - - 1,50 - - - -
Amonio
Propilenoglicol 200 200 200 200 200 2,00 2,00
Butilhidroxitolueno 0,05 0,050 0,05 0,050 0,06 0,05 0,05
MF 0,20 020 020 020 0,20 0,20 0,20
Trietanolamina ou &cido  g.s. g.s. g.s. g.s. g.s. q.s. q.s.
citrico
Agua destilada gsp gQs.p. Qsp. 0gsSp. Qgsp. Qsp. Q.s.p.

Legenda: LB — Lotes de bancada; MF - metilisotiazolinona e fenoxietanol (conservante Novamit®); g.s.p
— quantidade suficiente para completar o volume; g.s. — quantidade suficiente para o ajuste de pH.
Fonte: Dados da pesquisa.

3.6.2.3 Controles de qualidade fisico-quimicos aplicaveis ao creme

No controle de qualidade da forma farmacéutica semissolida (creme a base de V.
multispicata — LB V, LB VI e LB VII) foram realizadas as seguintes analises: caracteristicas
organolépticas do creme obtido (cor, aparéncia visual, aroma e andlise sensorial da
formulacédo final), determinacdo do pH (conforme metodologia descrita na subsecdo 3.3.2),
avaliacdo da espalhabilidade e viscosidade.

As determinacOes da espalhabilidade foram realizadas a partir do método adaptado de
Borghetti e Knost (2006). O molde circular de plastico foi adaptado para as dimensdes
requeridas (diametro = 20 cm; espessura = 0,3 cm; orificio central = 1,2 cm de diametro). O

mesmo foi colocado sobre uma placa suporte de vidro (20 cm x 20 cm) que continha uma
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folha de papel milimetrado em sua superficie. A amostra da analise foi colocada no orificio do
molde circular e a superficie nivelada com espatula. Logo ap6s, o molde foi retirado, de forma
cuidadosa, e uma placa de vidro, de peso previamente definido, foi colocada sob a amostra.
Apobs o intervalo de um minuto, foi realizada a medicdo do didmetro em duas posicdes
opostas, com o auxilio do papel milimetrado, régua e fonte luminosa. Ao fim de cada
medigdo, uma nova placa de vidro, de peso conhecido, foi aplicada acima das demais, em
intervalos de um minuto, sempre registrando a superficie abrangida pela amostra, repetindo-se
0 processo até o nimero maximo de 10 placas.

Com o auxilio do software Microsoft Excel®, os dados foram analisados e construidos
os gréficos de espalhabilidade. Os resultados foram expressos em espalhabilidade (Ei) da

amostra em funcdo do peso aplicado, a temperatura ambiente, de acordo com a equacao:

d? x T
4

Ei =

Onde:
Ei = espalhabilidade da amostra para peso (mm?);

d = didmetro médio (mm).

O comportamento reoldgico dos LBs obtidos foi avaliado em viscosimetro rotacional
(Rheology International®, modelo R1:2:M), em parceria com a Professora Dra. Leila Bastos Leal
(Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético - UFPE).

A viscosidade relativa foi determinada a partir de um gradiente de cisalnamento crescente e
decrescente, com velocidade de rotagédo de 10 a 100 rpm (intervalo de 1 minuto, de 10 em 10
rpm), a temperatura ambiente, utilizando spindle ASTM 7.

Com o auxilio do software Microsoft Excel®, os dados foram analisados e construidos os
graficos de viscosidade (Pa.s) versus taxa de cisalhamento (1/s), podendo identificar o

comportamento reoldgico das formulagdes obtidas (GOEBEL, 2012).
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3.6.3 Forma Farmacéutica Semissolida Gel a base de V. multispicata
3.6.3.1 Estudo de compatibilidade dos excipientes e do extrato seco liofilizado para a

obtencao do gel a base de V. multispicata

Para a realizacdo do estudo de compatibilidade, foram preparadas misturas binarias na
proporcao de 1:1 (p/p) dos excipientes e do extrato liofilizado de V. multispicata. A Tabela 7
mostra os excipientes finais utilizados no gel desenvolvido.

O teste de compatibilidade entre o extrato seco e excipientes seguiu todos 0s

parametros ja descritos anteriormente na metodologia da se¢éo 3.5.

Tabela 7: Excipientes utilizados no desenvolvimento do gel a base de V. multispicata com suas respectivas
finalidades e concentracdes usuais (%) permitidas.

Forma Excipientes Funcéo %

farmacéutica

Carbopol® Geleificante 0,50-2,004
Gel Propilenoglicol Umectante *15,004
MF Conservante 0,20°¢
Agua destilada Veiculo q.s.p

Legenda: A: Handbook, 62 ed. (Rowe; Sheskey; Quinn, 2009); B: Ipel - Itibanyl Produtos Especiais LTDA; MF -
metilisotiazolinona e fenoxietanol (conservante Novamit®); g.s.p — quantidade suficiente para completar o
volume.

Fonte: Dados da pesquisa.

3.6.3.2 Obtencéo do gel a base de V. multispicata

A planificacdo qualitativa e quantitativa de excipientes no desenvolvimento do gel a
base de V. multispicata foi realizada a partir da avaliacdo de formula¢6es manipuladas com
dois agentes geleificantes diferentes (carbdmero - Carbopol® e a hidroxietilcelulose -
Natrosol®), em diferentes concentracdes (Tabela 7).

Para a manipulagdo dos LBs contendo Carbopol®, foi primeiramente adicionado o
propilenoglicol sob a agua destilada, em agitacdo constante e rapida. De forma lenta, foi
adicionado o agente geleificante (Carbopol®) pulverizado, a fim de nio serem formados
aglomerados de particulas, garantindo completa solvatacdo do polimero no solvente (ALLEN
Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013). Ao final do procedimento, a base obtida foi deixada em

repouso na geladeira por 24h, para hidratagdo e dispersdo completa do polimero.
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Apb6s as 24h, foi adicionado o agente neutralizante (trietanolamina), a fim de
possibilitar o espessamento do gel e viabilizar a estabilidade da formulacéo, levando em
consideracdo também o pH do local de aplicacdo (4,6-5,8) (GUIMARAES, 2018). Sendo o
agente conservante adicionado ao fim desse procedimento, sob constante agitagéo.

Por sua vez, na manipulagido dos LBs contendo Natrosol®, o propilenoglicol foi
adicionado a agua destilada e o agente geleificante (Natrosol®) adicionado aos poucos, em
agitacdo lenta e continua. Prosseguindo-se com agitacdo até completa dispersdo e formagédo
do gel, sendo os periodos de agitacdo intercalados com periodos (5 min) de repouso. Ao final
do procedimento, adicionou-se o agente conservante adicionado e o pH foi ajustado conforme
local de aplicagéo (4,6-5,8).

A incorporacdo do extrato aquoso, na concentracdo de 10% (p/p), foi realizada com
posterior ajuste do peso final da formulacdo utilizado as bases gel previamente obtidas (g.s.p.
100%), homogeneizou-se. O ajuste do pH (4,6-5,8) foi realizado, se necessario.

As formulagbes foram acondicionadas em recipientes de plastico devidamente
lacrados, deixados sob o abrigo da luz e umidade, sendo posteriormente observadas as
caracteristicas organolépticas e estabilidade fisica de cada LB obtido (50g), descritos na
Tabela 8.

Tabela 8: Lotes de Bancada (LBs) obtidos durante o desenvolvimento do gel a base de V. multispicata.

Excipientes LBI LBIIl LBIIl LBIV LBV LB VI
() () (%) (%) (%) (%)
Extrato aquoso de V. 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
multispicata
Hidroxietilcelulose 0,50 1,00 1,50 - - -
(Natrosol®)
Carbomero 940 (Carbopol®) - - - 0,50 1,00 1,50
Propilenoglicol 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
MF 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Trietanolamina g.s. g.s. g.s. g.s. q.s. q.s.
Agua destilada g.s.p. Qs.p. Q.s.p. g.s.p. q.s.p. q.s.p.

Legenda: LB — Lote de bancada; MF - metilisotiazolinona e fenoxietanol (conservante Novamit®);
g.s.p — quantidade suficiente para completar o volume; g.s. — quantidade suficiente para o ajuste de
pH.

Fonte: Dados da pesquisa.
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3.6.3.3 Controles de qualidade fisico-quimicos aplicaveis ao gel

No controle de qualidade do gel a base de V. multispicata (LB IV, LB V, LB VI)
foram realizadas as mesmas analises descritas na se¢do 3.6.2.3, referente aos controles de
qualidade gerais aplicados as formas farmacéuticas semissolidas.

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA: SOLUCAO ORAL

A avaliacdo da atividade farmacoldgica da solucdo oral (15 mg/mL), com 30% de
sorbitol (LB 1), foi realizada em parceriacom o Prof. Dr. Enéas de Andrade Fontes Junior, no
Laboratorio de Farmacologia da Inflamacéo e do Comportamento, Faculdade de Farmacia, da
UFPA.

3.7.1 Animais de experimentagéo

Os animais utilizados como modelos de experimentacdo foram originarios do Instituto
Evandro Chagas (IEC — Belém/PA). Camundongos (Mus musculus) suicos machos (n= 24),
com massa corpdrea entre 25 e 30 g, foram utilizados para avaliacdo da nocicepcao, enquanto
que a avaliacdo da migracdo celular foi avaliada em ratos (Rattus norvegicus) Wistar machos
(n=30), pesando entre 150 e 200 g.

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Animais de Experimentacdo (CEPAE-UFPA) sob o parecer n°® 6303181219, sendo
executados de acordo com o Guia de Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais (HUBRECHT;
KIRKWOOD, 2010).

Os animais foram mantidos no Biotério da Faculdade de Farmécia (UFPA), em
condicdes padronizadas de temperatura (22 £ 1°C), exaustao e ciclo claro/escuro de 12h (claro

de 6-18 h), com agua e alimento ad libitum.
3.7.2 Drogas e tratamentos
Foi utilizado como indutor algico o acido acético (0,6%, v/v), preparado em agua

destilada e administrado por via intraperitoneal. Como agente flogistico, o lipopolissacarideo

(LPS) foi utilizado. A indometacina (10mg/kg, por via oral), foi adotada como droga padréo.
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Em todos os casos, 0 volume méximo administrado foi padronizado em 0,1 mL/10g de massa

corporal, para camundongos, e 0,1 mL/100g de massa corporal, para ratos.

3.7.3 Avaliacdo da atividade antinociceptiva da solucdo oral a base de V. multispicata

O teste de contorgBes abdominais induzidas por &cido acético foi realizado de acordo
com o modelo descrito por Koster e colaboradores (1959). A inducdo de contorcoes
abdominais foi caracterizada pela contracdo e rotacdo do abdéomen dos animais, apresentando
extensdo até uma ou até ambas as patas posteriores, através da administracdo intraperitoneal
de &cido acético (0,6%; v/v; 0,1mL/10 g de peso).

Os camundongos (n = 6 por grupo) foram inicialmente tratados com solucdo salina
(controle), extrato seco liofilizado de V. multispicata (150 mg/kg), Solugéo oral (150 mg/kg)
ou Indometacina como droga padrédo (10 mg/kg). Apos 60 minutos, a solugédo de acido acético
foi administrada, por via intraperitoneal.

O numero total de contor¢des foi registrado durante 20 min, iniciando a contagem de
tempo apenas apés 10 min da administracdo do acido acético. Os dados foram expressos

como percentual do nimero total de contor¢oes apresentado pelo grupo controle.

3.7.4 Peritonite induzida por Lipopolissacarideo (LPS)

Os ratos (n=6 por grupo) foram tratados, por meio de gavagem (a cada 24h, por 6
dias), com salina (branco e LPS), extrato seco liofilizado de V. multispicata (150 mg/kg),
solucdo oral (15 mg/kg) ou Indometacina, como droga padrdo (10 mg/kg) (adaptado de
ZHANG et al., 2011; KAZAK, 2017). Trinta minutos apo6s a Gltima administracdo oral, a
peritonite foi induzida administrando-se, por via intraperitonial, o LPS (3,0 mg/kg). O grupo
branco recebeu apenas salina por via intraperitoneal (ZHU et al., 2015; YAO et al., 2015).

Apos 24 horas da administracdo de LPS, os ratos foram anestesiados com isoflurano,
e, em seguida, eutanasiados. A cavidade peritoneal foi lavada com 10 mL de soro fisiolégico
(0,9%). Em seguida, foram coletadas amostras do lavado peritoneal e realizada a contagem
global do nimero de leucocitos, em microscépio, utilizando-se Camara de Neubauer. Para
tanto, 20uL. de cada amostra foram diluidas em 380 pL (propor¢ao 1:20) de solugdo de Turk
(&cido acético a 3% e azul de metileno), permanecendo em solugdo durante 20 min para a

realizacdo da leitura.
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3.7.5 Anélise estatistica

Inicialmente, foi testada a normalidade dos dados, através do teste de Kolmogorov-
Smirnov. A diferenca entre os grupos foi testada por Analise de Variancia (ANOVA) de uma
via, seguida do pds-teste de Holm-Sidak (SigmaPlot® 12).

3.8 ESTUDO DE ESTABILIDADE PRELIMINAR DAS FORMAS FARMACEUTICAS

O estudo prévio da Estabilidade Acelerada e Fotoestabilidade da solucdo oral, creme e
gel (LB I1; LB VI; LB V, respectivamente) foi iniciado de acordo com a RDC n° 318, de 6 de
novembro de 2019 (BRASIL, 2019b). Foram avaliados os aspectos organolépticos, pH,
densidade e perfil reologico (espalhabilidade e viscosidade), quando aplicaveis.

Para isso, LBs de 100 mL da solucdo oral foram manipulados e armazenados em
frascos ambar, devidamente lacrados. E para as formas farmacéuticas semissélidas (creme e
gel) LBs de 80 g foram manipulados, armazenados em recipientes plasticos, devidamente

lacrados e envoltos em papel aluminio.



75

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 OBTENCAO E PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

Os 6359 de droga vegetal de V. multispicata, advindos dos colaboradores da UFPA,
corresponderam a 24,14% de rendimento do material vegetal apo6s a secagem, e foram
enviados em embalagem a vacuo nas devidas condi¢des para uso.

Dentre as principais caracteristicas organolépticas da droga vegetal, pode-se citar:
coloracdo esverdeada, com aspecto de pé fino ou intermedidrio e odor caracteristico da
espécie vegetal (Figura 7).

Figura 7: Droga vegetal de V. multispicata

Fonte: Dados da pesquisa.

4.2 CARACTERIZACAO DA DROGA VEGETAL

4.2.1 Determinagdo da matéria estranha

A partir da média das pesagens realizadas, foi possivel obter uma porcentagem de
1,32% m/m (+ 0,04) referente a matéria estranha presente na droga vegetal de V. multispicata,
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estando esse valor dentro dos padrdes exigidos pela FB, 62 ed. (BRASIL, 2019a), onde a
porcentagem de elementos estranhos ndo deve ser maior que 2% m/m.

Dessa forma, pode-se concluir que a droga vegetal utilizada para o estudo foi
avaliada e possui niveis aceitos quando se refere aos possiveis contaminantes (insetos, fungos,
minerais, terra, partes de outras espécies vegetais, entre outros) que poderiam levar a

resultados insatisfatorios e baixo rendimento durante a pesquisa (GALVAO, 2015).

4.2.2 Determinacdo da distribuicdo granulométrica do p6

A partir desse experimento com a droga vegetal a base de V. multispicata, foi
possivel avaliar a distribuicdo do tamanho das particulas e o tamanho meédio das particulas da

matéria-prima vegetal utilizada. O resultado da porcentagem da droga vegetal retida em cada
tamis esta representado na Figura 8.

Figura 8: Histograma referente ao perfil granulométrico de V. multispicata.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Sabendo da importancia da classificacdo da droga vegetal quanto ao seu perfil
granulométrico, no auxilio da conservacdo, tanto quimica quanto biolégica da droga vegetal
(LEMOS, 2015), foi observado que as particulas do p6 de V. multispicata ficaram retidas, na
sua grande maioria, entre os tamises de abertura 150 e 250 um, totalizando 54,99% de
retencdo de particulas. Comparando os resultados com o que é preconizado pela FB, 62 ed.

(BRASIL, 2019a), conclui-se que a droga vegetal pode ser classificada como pé de
caracteristica semifina.
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Segundo pesquisas realizadas por Lemos (2015), a porcentagem granulométrica
encontrada de sua matéria-prima vegetal foi de 28,4% de p6 retido na malha de 180 um. Esse
resultado contribui para a reafirmagdo da classificacdo da droga vegetal de V. multispicata
como semifino.

Além disso, a partir do grafico que apresenta a intersecdo das curvas de retencdo e
passagem da droga vegetal de V. multispicata (Figura 9), foi obtido o tamanho médio das

particulas que ¢ equivalente a 199,84 pum.

Figura 9: Curvas de reten¢do e passagem da droga vegetal
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Fonte: Dados da pesquisa.

No entanto, sabe-se que a distribuicdo e tamanho das particulas ndo so interfere no
controle da conservacdo da droga vegetal como também afeta diretamente a eficacia do
método de extracdo (VASCONCELOS et al., 2005; FERREIRA et al., 2014; SILVA, 2019b).
Devido ao fato de apresentarem particulas de menor tamanho, tornam a superficie de contato
maior (SILVA, 2019b), mas também essas pequenas particulas tendem a formar uma camada
compacta, dificultando mais a penetracéo do solvente (VASCONCELOS et al., 2005).

4.2.3 Determinacdo da perda por dessecacao

Sendo a determinacdo da concentracdo de &gua, nas matérias-primas, um parametro
relevante para a garantia e preservacdo da autenticidade da mesma (BRITTO, 2017) €
possivel, a partir desse dado, obter informagdes importantes tanto acerca das condi¢Ges de

armazenamento quanto informac6es que podem auxiliar na melhor conservacdo do produto,
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com consequente manutencdo da qualidade, ja que é um parametro que influencia de forma
direta na estabilidade do material (MACEDO et al., 2020).

No caso do uso de matérias-primas a base de espécies vegetais, para fins
farmacéuticos, essa analise tem por finalidade direta avaliar o teor de substancias volateis no
vegetal e, indiretamente, a umidade residual (BRITTO, 2017; LIMA, 2019), sendo indicador
de um processo de secagem eficaz ou ndo (MACEDO et al., 2020).

O resultado obtido da perda por dessecacdo da droga vegetal a base de V. multispicata
foi equivalente a 8,51% (+ 0,14). Visto que a espécie vegetal em estudo ndo possui
monografia ou dados na literatura que determinem os parametros de qualidade relacionados a
droga vegetal e baseando-se no fato de que o limite maximo de umidade aceitavel para drogas
vegetais ¢ de 14% (MACEDO et al., 2020), pode-se inferir a estabilidade quimica e
microbioldgica da matéria-prima (SILVA, 2019b).

Estando dentro dos niveis exigidos e sabendo que um alto teor de dgua pode induzir: o
aumento de reacdes quimicas e enzimaticas, levando a processos que resultam em mudancas
quimicas e bioquimicas nas matrizes vegetais (PAULA, 2014; BRITTO, 2017), como a
deterioracdo dos constituintes quimicos (ALVES, 2014; SIMEI et al., 2014), além da
contaminac@o microbioldgica, pelo crescimento de fungos e bactérias (ALVES, 2014; SIMEI
et al., 2014; BRITTO, 2017), obteve-se uma matéria-prima que ao ser utilizada em uma
formulacéo, ndo interferird na qualidade do produto final.

Além disso, em um estudo realizado por Pereira (2013), que utilizou partes aéreas de
uma espécie vegetal também pertencente a familia Boraginaceae, Cordia verbenaceae, 0
resultado da perda de agua por dessecacdo obtido (8,4%) corrobora com o percentual

apresentado no nosso estudo.

4.2.4 Determinacdo do teor de cinzas totais

O teor de cinzas totais encontrado foi equivalente a 10,39% (£0,11), da droga vegetal de

V. multispicata, em relacdo a droga seca ao ar. Conforme os limites estabelecidos nas

monografias de diversas drogas vegetais descritas na FB, 62 ed., volume Il a porcentagem de
cinzas totais aceita deve ser até 14% (BRASIL, 2019a; MACEDO et al., 2020).

Dessa forma, sabendo-se que 0 termo ‘cinzas totais” refere-se tanto as cinzas

fisiologicas quanto as ndo fisioldgicas (BRASIL, 2019a), considera-se que a droga vegetal a

base de V. multispicata apresenta quantidade viavel de impurezas ou contaminantes que se
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mantiveram mesmo com 0 processo de incineracdo, sendo essas advindas do préprio material
vegetal ou provenientes do meio (MELLO et al.,2013; DANTAS, 2015).

4.3 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO AQUOSO
A solucdo extrativa a base de V. multispicata, obtida por infusdo, possui coloracdo

marrom escura e odor caracteristico da espécie (Figura 10), além de apresentar rendimento de
58,00%, aproximadamente.

Fonte:Dados da Pesquisa.

A partir das solucOes extrativas preparadas foram realizadas as caracterizagbes que estdo

citadas a seguir.

4.3.1 Determinacdo de residuo seco

A partir da quantificacdo do residuo seco de uma solucdo extrativa, € possivel
obter/medir o potencial de extracdo do solvente (COSTA, 2012; SILVA, 2016; CASTRO,
2018). Sendo o resultado do residuo seco do extrato aquoso de V. multispicata equivalente a
porcentagem de 2,14% (m/m) (ou 2,14 g de sélidos sollveis para cada 100 mL de solucédo
extrativa), observa-se um baixo teor de sélidos sollveis, fator este que pode influenciar no

rendimento da operacédo de secagem escolhida (LIMA, 2019).
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Contudo, Vasconcelos e colaboradores (2005) fizeram, em seu estudo, a andlise de
vérios fatores que podem influenciar no teor do residuo seco de solucGes extrativas, dentre
eles 0 método de extracdo e, principalmente, o solvente extrator e o tamanho de particulas da
droga vegetal sdo os principais parametros que podem afetar o rendimento do processo
extrativo, usando como critério de avaliacdo a quantidade de solidos totais no extrato vegetal.

Como ndo existe uma especificacdo sobre o teor minimo de soélidos solUveis para
extratos a base de V. multispicata, o resultado obtido consta como um valor de caracterizacao,
e pode auxiliar como indicativo tanto da quantidade de substancias extraidas da planta,
através da eliminacdo do solvente, quanto como indicativo da concentracdo do produto,

podendo influenciar na eficacia das formulagdes fitoterapicas (SILVA, 2016).

4.3.2 Determinacédo do pH

O pH do extrato aquoso de V. multispicata, obtido pela méedia de trés determinagdes
(BRASIL, 2019a), foi equivalente a 7,13 (£ 0,026), considerado de natureza neutra, como o
esperado devido ao solvente extrator, sendo de grande importancia para o desenvolvimento

dos produtos finais propostos.

4.3.3 Determinacédo de densidade relativa

A media densidade relativa do extrato aquoso de V. multispicata obtida, utilizando a
temperatura de 20°C, foi de 1,0058 (+ 0,04) g/mL, apresentando-se assim, também como
esperado, uma densidade aproximada a da agua (0,99820 g/mL), na mesma temperatura.
Dessa forma, o dado obtido a partir desse ensaio farmacopeico auxiliara no desenvolvimento

de novas formulacdes farmacéuticas (LIBORIO, 2016).
4.4 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO SECO
O extrato seco de V. multispicata apresentou-se visivelmente como um p6é marrom,

com caracteristicas de p6 fino com densidade baixa, contendo particulas brilhosas e sem

caracteristica higroscopica relevante (Figura 11).
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Figura 11: Extrato seco aquoso a ba‘sgge V. multlsplcata obtldo por liofilizacéo.
>3 J"" ‘ ;

Fonte: Dados da pesqu sa.

4.4.1 Determinacdo da umidade

O resultado encontrado para a determinacdo da umidade presente no extrato seco de
V. multispicata foi de 97% (p/p) de residuo seco e 3% (p/p) de umidade, estando assim dentro
dos padrdes exigidos pela FB, 62 ed., onde determina que extratos secos sdo preparacoes
solidas que possuem uma perda por dessecacao nao superior a 5% (p/p) (BRASIL, 2019a).

Sendo esse um parametro que demonstra a eficdcia do processo de secagem
(FERNANDES, 2013), pode-se presumir que o processo de liofilizacdo, sob as condicbes
realizadas, foi suficiente e efetivo para a secagem da solugdo extrativa em questdo, valendo
ressaltar que, ao reduzir a porcentagem de agua disponivel, diminui-se a possibilidade da
ocorréncia de reacOes fisicas e quimicas, como também de crescimento microbiano
(SANDINI et al., 2011; FERNANDES, 2013).

4.4.2 Teste de solubilidade do extrato seco liofilizado de V. multispicata

Sabendo que a biodisponibilidade de um IFA, veiculado em uma forma farmacéutica
liquida, para administracdo oral, sofre influéncia em sua solubilidade de acordo com o sistema
de solvente fornecido (MARTINS; LOPES; ANDRADE, 2013; SENGUPTA; PAI;
TIPPAVAJHALA, 2017) e pH da solugdo (ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013), €
relevante avaliar esse pardmetro durante o estudo de pré-formulagéo.

Devido a essa questdo, optou-se por realizar o estudo da solubilidade do extrato seco
com alguns cossolventes (dgua, glicerina, propilenoglicol e sorbitol), que, geralmente, fazem
parte dos excipientes utilizados na composigdo de solugdes orais disponiveis no mercado.
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Inicialmente, como mecanismo para 0 aumento da velocidade de dissolucéo do extrato
seco, além dos processos de agitacdo vigorosa e sonicacdo, também foi realizada a reducdo do
tamanho de particulas do mesmo (ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013), visto que, a
aplicacdo do calor ndo € propicia devidos aos compostos volateis do extrato (ALLEN Jr.;
POPOVICH; ANSEL, 2013). Sendo utilizada, portanto, nos testes de solubilidade e na
manipulagdo dos novos LBs, particulas de tamanho inferior a 250 um.

A partir do teste de solubilidade realizado, foi possivel observar o diferente
comportamento de solubilizagdo do extrato seco de V. multispicata frente aos solventes e co-
solventes selecionados, conforme Tabela 9.

Tabela 9: Teste de solubilidade do extrato seco de V. multispicata.

Volumes aproximados de solvente em . . . .
Agua Glicerina Propilenoglicol Sorbitol

mililitros por gramas de substéncia

Menos de 1 parte N
De 1 a 10 partes N

De 10 a 30 partes N
De 30 a 100 partes S
De 100 a 1000 partes -
De 1000 a 10000 partes -
Mais de 10000 partes - N

nw Zz2 Z Z

Z Z2 2 Z2 Z2 Z
Z 2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z

Legenda: N —ndo houve solubilizagdo total; S — houve solubilizagéo total.
Fonte: Dados da pesquisa.

O extrato seco de V. multispicata, mesmo sendo testado com mais de 10000 partes de
glicerina e de propilenoglicol, ainda apresentou particulas suspensas, ao fim do teste
(praticamente insoltvel ou insoluvel), sendo descartados esses dois solventes para 0 uso na
formulacdo da solucdo oral. Contudo, tanto a agua, quanto o sorbitol apresentaram
solubilizacdo completa ao serem acrescidas 100 partes desses solventes, apds 0os 15 minutos
de sonicacdo, sendo classificado como moderadamente soltvel para esses dois solventes.

Diante da afirmativa de que varios sdo os fatores que afetam a solubilidade de um
composto, tém-se 0s resultados obtidos, acima apresentados, justificados. Dentre esses
fatores, pode-se citar: as propriedades fisico-quimicas do solvente escolhido (SENGUPTA;
PAI; KRISHNA, 2017) e a matriz complexa de um extrato vegetal, onde a solubilidade desses
compostos estad intimamente ligada a natureza quimica dos diversos grupos funcionais
presentes (OLIVEIRA, 2016).
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Os metabolitos secundarios presentes no extrato seco de V. multispicata constituem
um complexo conjunto de compostos, que apresentam uma gama de grupos funcionais,
podendo ser encontrados na forma livre ou na forma de glicosideos (OLIVEIRA, 2016), como
foi mostrado no estudo de Lopes e colaboradores, em 2019. Todos esses compostos
fitoquimicos tém a sua solubilidade governada pela polaridade do solvente extrator, grau de
polimerizacdo da molécula e interacdo com outros constituintes presentes na matriz
(OLIVEIRA, 2016).

Frente a regra empirica de que "o semelhante dissolve o semelhante” e de que a
solubilidade depende das forcas de atracdo intermoleculares existentes (ALLEN Jr.;
POPOVICH; ANSEL, 2013; MARTINS; LOPES; ANDRADE, 2013), a caracteristica polar
da agua, do sorbitol e da grande maioria dos metabdlitos secundarios extraidos das folhas de
V. multispicata (dentre eles os compostos fenolicos), foram selecionados a agua e o sorbitol,

para a obtencao da solucdo oral a base de V. multispicata.

4.4.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Na Figura 12, estdo representadas as fotomicrografias das particulas do extrato seco de
V. multispicata nos aumentos de 120 x, 400 x e 1.23K x.

As particulas do extrato seco ndo possuem tendéncias a formar aglomerados,
justificando o seu carater de baixa propensdo a captacdo de umidade. Além disso, de forma
geral, apresentam rachaduras em toda a superficie, podendo ser indicativo de que possui mais
de uma camada superficial. Contudo, ndo ¢é possivel afirmar apenas com os testes realizados.

A amostra possui morfologia indefinida e irregular, apresentando tamanhos e formatos
variados, estando, em sua maioria, apresentados como particulas planas e algumas poucas
apresentando formato arredondado. Essa irregularidade nas formas pode ser proveniente dos
espacos anteriormente ocupados pelo gelo (ABDELWAHED; DEGOBERT; FESSI, 2016;

SILVA, 2018), que deixaram de existir ap0s 0 processo de secagem.
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Legenda: (A) 120 x; (B) 400 x; (C) 400 x; (D)1.23K x.
Fonte: Dados da pesquisa.

4.4.4 Prospeccdo fitoquimica

A triagem fitoquimica do extrato seco de V. multispicata permitiu verificar a presenca
de flavonoides, taninos hidrolisaveis, derivados antracénicos e derivados cinamicos (Tabela
10), usando como critério de aceitacdo a deteccao adequada dos marcadores na amostra (cor e
posicdo da banda) (BRAZ et al., 2012).

Tabela 10: Andlises cromatogréaficas, por CCD, do extrato seco de V. multispicata

Padréo Deteccao Coloracao Rf padréo Rf amostra
guimico
Rutina UV 365 Azul 0,12 0,10
fluorescente
Acido galico Vis Azul 0,66 0,70
acinzentado
Senosideo A Vis Marrom 0,60 0,62
Acido cafeico UV 365 Azul 0,76 0,71

fluorescente

Legenda: UV 365 — luz ultravioleta (365 nm); Vis — luz visivel; Rf — fator de retencéo.
Fonte: Dados da pesquisa.
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A existéncia de compostos fendlicos na amostra e as correlagcdes desses grupos de
metabdlitos as acdes anti-inflamatdria e antioxidante de diversas espécies vegetais citadas na
literatura (FURTADO et al., 2016; SANTOS; RODRIGUES, 2017; ZHONG et al., 2017,
NASCIMENTO, 2019; NASCIMENTO; DUTRA, 2019; PUDZIUVELYTE et al., 2020),
corroboram com o propoésito do presente estudo de V. multispicata. Considerando-se ainda
mais fundamentado, & medida que também tém-se relatos na literatura do potencial anti-
inflamatorio e antioxidante de espécies vegetais pertencentes a hierarquia taxondémica de V.
multispicata.

Em um estudo realizado por Gharib e Godarzee (2016), foram analisadas oito
espécies vegetais pertencentes a familia Boraginaceae, coletadas no Iran, tendo como
resultado positivo uma correlacdo direta entre a atividade antioxidante e o contetdo total de
compostos fendlicos e flavonoides dos extratos.

No estudo de Silva e colaboradores (2010), folhas de duas espécies da familia
Boraginaceae (Cordia multispicata e Tournefortia bicolor), foram coletadas, no estado de
Alagoas (Brasil), e a analise mostrou a presenca de compostos fendlicos potenciais sugestivos
a atividade antioxidante observada nos extratos. Essa mesma correlacdo foi encontrada no
estudo de Santi e colaboradores (2014), ao analisar a atividade antioxidante da especie
medicinal Cordia verbenacea. Essa espécie também tem descrita sua atividade anti-
inflamatdria, quando utilizada de forma tdpica em dores associadas a musculos e tenddes,
como exposto no Formulario de Fitoterapicos da FB (BRASIL, 2011).

Alguns outros estudos recentes, com espécies do género Cordia, também
evidenciaram a presenca de, principalmente, taninos, flavonoides e fendis e a potencialidade
anti-inflamatoria e antioxidante de seus extratos, tendo como exemplos a Cordia dichotoma
(HATWAREA et al., 2018) e Cordia africana (YISMAW et al., 2020).

No estudo de Lopes e colaboradores (2019), foram identificados varios metabolitos
no extrato seco de V. multispicata, dentre eles, isolados nove constituintes, pertencentes a dois
subgrupos de flavonoides (cinco flavonois e 4 flavonas), tendo-se também como resultado
uma sugestiva relacdo desses compostos com as propriedades bioldgicas estudadas: acéo
hepatoprotetora, antioxidante, anti-inflamatéria e antinociceptiva. Essa ultima atividade
possui uma possivel correlacdo com o subgrupo das flavonas.

Quando se aborda sobre taninos, também ndo se pode excluir a agdo antibacteriana,
antitumoral e a capacidade de estimulo das células fagocitarias, que sao relatadas referentes a
esses compostos (AZEVEDO et al., 2014; ALVARENDA et al., 2015).
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E valido salientar que, ao avaliar a presenca de derivados antracénicos na amostra,
além da banda caracteristica do senosideo A (Rf: 0,62), utilizado como padréo, outras duas
bandas superiores (Rf:0,71 e Rf:0,88) também se mostraram presentes, podendo ser,
possivelmente, correspondente a algum outro derivado antracénico presente na amostra.

Sabendo, portanto que o0s derivados antracénicos, também chamados de
antraquinonas, sdao compostos que geralmente estdo associados a atividade laxante, as plantas
gue possuem guinonas na sua composi¢cdo, muito provavelmente, séo utilizadas na terapéutica
para essa finalidade (DARROZ et al., 2015), acdo essa ainda ndo relatada na literatura
referente a V. multispicata.

Contudo, alcaloides, cumarinas, taninos condensados e esteroides ndo foram
detectados a partir da CCD realizada. J& o resultado de saponinas ndo foi conclusivo na
amostra, possivelmente devido a um problema pré-analitico e, devido a impossibilidade da
repeticdo do teste, foi realizada apenas uma analise qualitativa para deteccdo por meio do teste
de espuma, onde pdde-se confirmar a presenca de saponinas na espécie vegetal, pela formacéo
de espuma estavel e em abundancia.

As saponinas sdo uns dos grupos de metabdlitos secundarios que estdo relacionados
com o mecanismo de fitoprotecdo, além das suas propriedades adstringentes e emulsificantes.
Alguns estudos tambeém relatam a possivel atividade hipocolesterolemiante desse metabolito,
devido a capacidade das saponinas de formarem complexos com esterdis, principalmente com
o colesterol (CASTEJON, 2011; ALVARENDA et al., 2015).

Compreendendo que a presenca de metabdlitos secundarios, em uma amostra, varia
de acordo com alguns aspectos, como as condic¢des climaticas registradas no local de cultivo e
periodo de coleta, verifica-se a prospeccdo fitoquimica sazonal como sendo alvo de alguns
estudos presentes na literatura (FIGUEIREDO, 2014; MACEDO et al., 2014; SANTOS,
2016; RIBEIRO; BONILLA; LUCENA, 2018; SILVA, 2019b).

Dessa forma, ndo se pode tomar como verdade absoluta que os metabdlitos ausentes
no extrato seco de V. multispicata, de acordo com a CCD realizada, ndo fazem realmente
parte da sua composi¢do quimica, mas que podem estar em uma quantidade minima para que
ocorra qualquer tipo de reacdo (CASSIANO, 2017).

Um caso em particular, refere-se aos terpenos presentes ou ndo na amostra em
questdo. De acordo com alguns estudos descritos na literatura, as folhas de V. multispicata
possuem em sua composicdo, estruturas terpenoides, como citado por Kuroyanagi e
colaboradores (2001), que, ao analisar as folhas de V. multispicata coletadas em Belém (Para,

Brasil), detectaram terpenos na fragdo de acetato de etila de um extrato metanolico processado
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(que sofreu dissolucdo em &gua destilada e particdo em acetato de etila e n-butanol), sendo
este metabdlito responsavel por uma atividade antiandrogénica (KUROYANAGI et al., 2001;
KUROYANAGI et al., 2003; SILVA et al., 2010; GRACAS et al., 2010).

Pela indisponibilidade de um padrdo quimico referente a terpenos, nao foi possivel
realizar a triagem desse grupo de metabdlito no extrato seco de V. multispicata. Entretanto, na
placa de CCD, onde foi utilizado o sistema eluente e agente cromogénico especifico para essa
classe, foi possivel visualizar uma banda avermelhada, de baixa intensidade de cor, com um
Rf = 0,43. Sendo essa coloragdo um indicativo da presenca de estruturas terpenoides livres
(ARRUDA; SOARES, 2015; AMARAL, 2017), necessitando de testes mais especificos para

melhores conclusdes.

4.45 Doseamento de compostos fendlicos

A partir dos dados obtidos por meio da triagem fitoquimica da espeécie, foi possivel
realizar o doseamento do extrato seco de V. multispicata, onde obteve-se um valor de
compostos fendlicos totais equivalente a 242,3 + 2,86 mgAG/g expressos em acido galico,
afirmando a presenca desses compostos nesse género vegetal. Como também ja foi relatado
na literatura em que alguns materiais vegetais do género Cordia, como € o caso de Cordia
verbenacea, apresentavam fendis como metabolitos secundarios, principalmente sendo muito
comum a presenca, em grandes quantidades, de alguns flavonoides nas folhas das espécies
vegetais (GILBERT; FAVORETO, 2013; ALVES; SANTOS; MATIAS, 2014).

Além das atividades antitumorais e antibacterianas associadas aos compostos
fendlicos, principalmente os flavonoides e os taninos, tém-se relatos também da acdo anti-
inflamatdria e antioxidante desses compostos. Os compostos fendlicos possuem a capacidade
de sequestrar radicais livres impedindo assim a acao oxidante (OLIVEIRA; BASTOS, 2011;
GUINDANI et al., 2014). Além disso, também podem atuar no mecanismo de diferentes
enzimas, como, por exemplo, a COX que esta relacionada com o processo anti-inflamatério,
via de transducdo de sinais, alguns receptores e outras atividades que sdo importantes no

organismo (OLIVEIRA; BASTOS, 2011), corroborando assim, com a perspectiva do estudo.

4.5 ANALISE DO PERFIL TERMICO

Fazendo parte ainda da série de caracterizagdes de toda a matéria-prima vegetal a

base de V. multispicata, foi realizada a analise térmica tanto da droga vegetal quanto o extrato
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seco obtido durante o estudo. As curvas termogravimétricas (TG) dessas duas amostras
podem ser analisadas na Figura 13 e os dados relacionados aos eventos térmicos ocorridos,
demonstrados na Tabela 11.

Na droga vegetal de V. multispicata, foram detectados trés possiveis eventos
térmicos (Tabela 11). No primeiro evento, foi observada uma perda de massa de 9,15% (T pico
= 67,45°C), sugerindo uma perda de &gua ligada a substancias volateis (LEITE, 2017;
PEIXOTO, 2018). Ja no segundo evento, caracterizado como um evento exotérmico, pode-se
observar a maior perda de massa dessa amostra (37,31% na Tpico = 289,31°C), podendo ser
decorrente de uma decomposicdo de constituintes organicos presentes da amostra. Entre
441,03 e 540,90°C, ocorre o terceiro evento (exotérmico) equivalente a 32,81% de perda de
massa, sendo justificado por uma possivel queima de carboidratos e compostos carbonaceos
presentes na droga vegetal, devido a compostos degradados anteriormente (SANTOS, 2015;
PEIXOTO, 2018; SILVA, 2019b).

O extrato seco, ao ser analisado, também apresenta a ocorréncia de trés eventos
térmicos (Tabela 11). O primeiro evento, assim como ocorrido na droga vegetal, refere-se a
perda de umidade da amostra (Tpico = 84,10°C), resultando em uma perda de 6,05%,
demonstrando resquicios de umidade (LIMA, 2019), em uma menor porcentagem devido ao
processo de secagem anterior. A decomposi¢do térmica dos constituintes do extrato seco
comegou antecipadamente, quando comparada a droga vegetal, iniciando-se em torno de
216,82°C, com perda de 29,34% de massa, sendo caracterizado como um evento exotérmico,
assim como o 3° evento térmico (Tpico = 462,07°C e 7,35% de perda de massa).

Sabendo-se que a termogravimetria € uma das técnicas que possibilita a analise da
estabilidade das amostras (FERREIRA, 2020), pode-se concluir que, em altas temperaturas,
tém-se prejuizos na qualidade e estabilidade dos principais compostos presentes em V.
multispicata, sendo observada uma degradacdo ainda mais significativa em temperaturas
acima de 200°C.



Figura 13: Curvas TG da droga vegetal e extrato seco de V. multispicata
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Tabela 11: Eventos térmicos ocorridos na droga vegetal e extrato seco de V. multispicata

Amostra Eventos  Temperatura inicial Temperatura final Perda de
(°C) (°C) massa (%0)
Droga 1° Evento 43,34 96,01 9,15
vegetal 2° Evento 252,61 335,05 37,31
3° Evento 441,03 540,90 32,81
Extrato 1° Evento 66,32 110,46 6,05
seco 2° Evento 216,82 313,71 29,34
3° Evento 452,62 482,57 7,35

Fonte: Dados da pesquisa.
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4.6 OBTENCAO E CONTROLE DE QUALIDADE FiSICO-QUIMICO DAS FORMAS
FARMACEUTICAS A BASE DE Varronia multispicata

4.6.1 Solucdo oral a base de V. multispicata

4.6.1.1 Estudo de compatibilidade dos excipientes da solucdo oral e do extrato seco

liofilizado para a obtencdo da solucédo oral a base de V. multispicata
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Diante da definicdo dos excipientes a serem utilizados na obtencdo da solucdo oral a
base de V. multispicata, foi realizado o estudo de compatibilidade de cada um desses
excipientes com o extrato seco liofilizado.

As curvas TG obtidas no estudo de compatibilidade estdo apresentadas na Figura 14,
enquanto que na Tabela 12 estdo expostos os dados dos eventos do extrato seco, excipientes e
misturas binérias entre o extrato seco e excipientes 1:1 (p/p), representando tanto as variacdes
de temperatura quanto os percentuais de perda de massa ocorridos.

Analisando o perfil térmico do sorbitol, observou-se a ocorréncia de dois eventos
endotérmicos, um com inicio a partir de 59,23°C (14,52% perda de massa) e outro ocorrido
entre 309,83-343,61°C, sendo responsavel por 76,23% de perda. Ja a mistura fisica do extrato
seco com esse excipiente (Figura 14A) apresentou perda de massa em trés etapas. O primeiro
evento mostrou que ndo houve mudanca significativa na faixa de temperatura, ocorrendo
retardacdo do evento térmico e reducdo da perda de massa (13,41%, a Tpico = 117,48°C)
(Tabela 12). O segundo evento demonstrou o inicio da degradag@o da mistura binaria (39,55%
de perda de massa) e o terceiro evento, relacionou-se ao fim da degradacdo e combustdo dos
compostos (ARAUJO, 2003; WESOLOWSKI; ROJEK, 2013), sendo a perda de massa
equivalente a 13,47%.

A partir das curvas TG do metilparabeno (Figura 14B), foi observada 97,70% de perda
de massa em um unico evento endotérmico (Tpico= 201,00°C), correspondente a volatilizagéo
da substancia (SALVIO NETO, 2010; MENDONCA et al., 2013). Contudo, quando avaliada
a curva TG (Figura 14B) e os eventos ocorridos (Tabela 12) na mistura binaria entre o extrato
seco e 0 metilparabeno, observou-se que o evento endotérmico de inicio da volatilizacédo
desse excipiente € antecipado (Tinicio= 174,26°C), sendo a Tpico aproximada (188,77°C) e perda
de massa inferior (41,12%), quando comparado ao perfil do metilparabeno isolado.

A sucralose possui ponto de fusdo a 130°C, quando utilizada em sua forma cristalina
anidra (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). O primeiro evento endotérmico ocorrido referiu-
se a decomposicdo do composto (gerando duas moléculas de dgua e uma de acido cloridrico),
enquanto que o segundo ocorreu a partir de dois eventos exotérmicos consecutivos (T pico=
264,45°C) e correspondeu a oxidacdo da matéria organica (BANNACH et al., 2009),
apresentando, assim, o maior percentual de perda de massa da sucralose (61,70%). J& quando
observados 0s eventos térmicos da sucralose isolada e da mistura binaria (Tabela 12), pode-se
verificar a ocorréncia de comportamento térmico aproximado das duas amostras, tendo-se
também o percentual de perda de massa reduzido para 1,14% e 24,20% referente ao 1° (T pico=

141,14°C) e 2° (Tpico= 224,92°C) eventos endotérmicos, respectivamente.
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Figura 14: Curvas termogravimétricas referentes ao extrato seco de V. multispicata, excipientes utilizados na
solucdo oral (sorbitol, metilparabeno, sucralose e esséncia de chocolate) e misturas binarias (1:1 p/p)
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Fonte: Dados da pesquisa.

De acordo com os dados obtidos na curva TG da esséncia de chocolate isolada
(Figura 14D), observou-se um unico evento de perda de massa (77,19%), caracterizando-se
como um evento exotérmico (Tpico= 117,03°C). Diante da falta de informacdo quanto a
composicao total da mesma e de sua estabilidade térmica, pode-se determinar que, acima de
100°C, a esséncia utilizada na formulacédo da solucédo oral a base de V. multispicata comeca a
ser degradada. Na avaliacdo dos eventos térmicos da mistura com o extrato seco (Tabela 12),
houve uma antecipacdo da temperatura correspondente ao inicio do evento exotérmico (Tinicio
= 93,53°C). Contudo, apresentou Tpicoc Maior (123,56°C) e perda de massa inferior (53,41%),
quando comparado ao evento da esséncia de chocolate isoladamente.

Quando observa-se 0 extrato seco de V. multispicata em todas as curvas TG (Figura
14) e os eventos ocorridos no estudo de compatibilidade (Tabela 12), podemos perceber que
nenhum evento térmico ocorreu em temperatura inferior a degradagdo do extrato seco isolado

(LIMA, 2019), ou seja, ndo houve antecipagéo de perda de massa significante.
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Diante desses resultados, é sugestiva a compatibilidade entre o sorbitol,
metilparabeno, sucralose e esséncia, utilizados na solugdo oral desenvolvida, como o extrato
seco liofilizado de V. multispicata. Entretanto, para esse estudo de compatibilidade, analises
adicionais devem ser realizadas, por métodos ndo térmicos (VERAS et al., 2019), por
exemplo, a fim de avaliar de forma mais efetiva os resultados inconclusivos ou irreais
(CHADHA; BHANDARI, 2014).

Tabela 12: Dados dos eventos térmicos ocorridos no estudo de compatibilidade da solucdo oral, onde foram
analisados o extrato seco, excipientes e misturas binarias (1:1 p/p)

Amostra Eventos Temperatura Temperatura  Perda de
inicial (°C) final (°C) massa (%0)
1° Evento 66,32 110,46 6,05
Extr
Xtrato seco 2° Evento 216,82 313,71 2934
3° Evento 452,62 482 57 7,35
. 1° Evento 59,23 98,95 14,52
Sorbitol
2° Evento 309,83 343,61 76,23
1° Evento 101,22 139,92 13,41
Extrato seco:Sorbitol 2° Evento* 243,86 324,77 39,55
3° Evento 472,76 537,80 13,47
Metilparabeno 1° Evento 204,89 218,52 97,70
Extrato seco :
) 1° Evento 174,26 208,18 53,41
Metilparabeno
1° Evento 137,63 145,35 3,38
Sucralose
2° Evento* 218,46 291,52 61,70
1° Evento 140,18 145,16 1,14
Extrato seco:Sucralose
2° Evento* 219,15 231,02 24,20
Esséncia de chocolate 1° Evento 109,31 131,50 77,19
Extrato seco:Esséncia 1° Evento 93,53 174,56 41,12

Legenda: * - dois eventos de perda de massa consecutivos.
Fonte: Dados da pesquisa.
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4.6.1.2 Obtencéo da solucéo oral & base do extrato seco de V. multispicata

Diante da formacdo de precipitado da amostra, quando testada frente a diferentes
volumes de glicerina e propilenoglicol (se¢éo 4.4.2), teve-se a defini¢cdo de uso do sorbitol e
agua destilada, como principais veiculos para obtencdo da solugdo oral a base de V.
multispicata.

A fim de observar o comportamento e as caracteristicas fisico-quimicas da forma
farmacéutica liquida manipulada, foi utilizada uma mistura dos solventes escolhidos e
realizada uma variagdo quantitativa da concentragéo de sorbitol (25, 30 e 35%), sendo obtidos
os LB I, LB Il e LB IlI, respectivamente.

A escolha minuciosa dos excipientes de uma nova formulagdo oral € um fator muito
importante, pois aléem de contribuirem para a melhora das caracteristicas de solubilidade,
estabilidade e dissolugdo do IFA; afetam na adesdo do novo medicamento,
independentemente do publico-alvo que € destinado. Os individuos possuem peculiaridades
fisiologicas (numero de papilas gustativas, alteracGes sensoriais ou capacidade de degluticéo,
por exemplo), sendo esses fatores ainda mais expressos em idosos e criangcas (MONTERO-
PADILLA; VELAGA; MORALES, 2016; NAKAMA et al., 2019).

A adequacdo da formulacdo a padrbes aceitaveis implica no uso de excipientes
corretos e em concentracbes adequadas (Tabela 4), pois, embora ndo exercam um efeito
terapéutico, podem levar a reacdes ndo desejaveis (NAKAMA et al., 2019). Dessa forma,
varios sdo os fatores que interferem diretamente na aceitabilidade de uma formulacdo,
principalmente quando se fala da aparéncia visual, olfativa e da palatabilidade (ALLEN Jr.;
POPOVICH; ANSEL, 2013; VALLE, 2017), fatores ainda mais criticos no desenvolvimento
de formas farmacéuticas liquidas, a partir de compostos naturais.

Pensando nisso, na solucao oral desenvolvida, foi utilizada a técnica de mascaramento
funcional, sendo essa uma das ferramentas de mascaramento de sabor citado por Walsh e
colaboradores (2014) (VALLE, 2017) e que melhor se adequava ao desenvolvimento do
produto. O mecanismo de combinacdo de dois ou mais componentes (MONTERO-
PADILLA; VELAGA; MORALES, 2016 foi aplicado, escolhendo-se um flavorizante
(esséncia de chocolate) e de dois edulcorantes (sorbitol e sucralose), como forma de suprimir
o0 sabor levemente amargo e adstringente, caracteristico do extrato de V. multispicata.

Diante da gama de flavorizantes para uso farmacéutico, a sua escolha pode basear-se
no sabor do IFA e na faixa etaria em que o medicamento é indicado (NAKAMA et al., 2019).

Além disso, na solucdo oral desenvolvida, a selecdo da esséncia de chocolate foi realizada
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para que esse pudesse modificar o aroma peculiar das folhas da espécie vegetal, e também
com o intuito da compatibilidade entre a coloragcdo da formulagdo e do flavorizante, sendo
esses aspectos atendidos com o uso da esséncia de chocolate a 0,1% (p/v).

O sorbitol, por sua vez, foi selecionado por ser amplamente utilizado como excipiente
farmacéutico para diferentes vias de administracdo (ROWE; SHESKEY'; QUINN, 2009), em
especial, sendo utilizado nas solugdes orais como substituto da sacarose e como estabilizador
de drogas (FERREIRA NETO et al., 2016; DASH; SRINIVAS; BABU, 2019). Possui baixo
valor caldrico e baixo indice glicémico (cerca de 50% em relacdo a sacarose), sem relatos de
possiveis efeitos cancerigenos e, assim como a sucralose, apresenta baixo potencial
cariogénico e formador de placas (EFSA, 2011; DASH; SRINIVAS; BABU, 2019;
NAKAMA et al., 2019). Contudo, como muitos edulcorantes, em quantidades elevadas, o
sorbitol pode ser responsavel por reacdes no trato gastrointestinal (FERREIRA NETO et al.,
2016. DASH; SRINIVAS; BABU, 2019), sendo esse um dos fatores para conducdo da
planificacdo quantitativa desse excipiente, de forma que a concentracdo de Uso permanecesse
dentro da faixa de seguranca em cada dose da solucao oral.

Também como alternativa ao uso da sacarose, optou-se pelo uso da sucralose, por sua
poténcia adocante (Quadro 3), pelo ndo fornecimento de calorias e pelo fato de ndo afetar os
niveis de glicose no sangue (GROTZ et al., 2017; CAVAGNARI, 2019). Além disso, no
estudo de Prashant e colaboradores (2012), a sucralose apresentou atividade antimicrobiana in
vitro significativa, inibindo Aggregatibacter actinomycetemcomitans, bactéria Gram-negativa,
associada com a periodontite agressiva localizada. A sucralose também apresenta
estabilidade, elevada solubilidade em agua e seu uso nao esta atrelado ao desenvolvimento de
cancer, lesdes neuroldgicas e nem de alterac6es genéticas (OLIVEIRA et al., 2019a).

No processo de desenvolvimento e obtencdo da solucdo oral a base de V. multispicata,
ressalta-se ainda o alinhamento de dois objetivos: atingir um aroma e sabor agradavel, mas
gue, a0 mesmo tempo, esses ndo se tornassem fatores de risco de intoxicacdo, por despertar
curiosidade e apreciacdo ao sabor (NAKAMA et al., 2019), esquecendo da finalidade
medicamentosa do mesmo.

A escolha de um agente conservante também é um fator importante e pode ser
influenciado pelo pH da forma farmacéutica desenvolvida. Levando-se em consideracdo que
uma medicagdo por via oral deve apresentar pH neutro (AULTON; TAYLOR, 2016), a
escolha do &cido benzo6ico como conservante ndo seria adequado, visto que esse composto
tem atividade eficaz em meios com caracteristicas acidas (pH entre 2,5-4,5) (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009).
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Portanto, no desenvolvimento da solugédo oral a base de V. multispicata, optou-se pelo
uso de um parabeno, mesmo diante dos relatos de efeitos adversos relacionados a esse grupo
de conservantes (BALBANI; STELZER; MONTOVANI, 2006; ARAUJO; BORIN, 2012;
AREIAS; SOUSA; PAULINO, 2014; XAVIER E CASTRO et al., 2018), o metilparabeno é
amplamente utilizado em formulagGes farmacéuticas orais ja comercializadas (BALBANI;
STELZER; MONTOVANI, 2006), apresentando, por essa via, baixa toxicidade comprovada
(GONCALVES, 2016).

Diante de tudo isso, deve-se considerar, no desenvolvimento de uma forma
farmacéutica liquida, a relacdo direta entre a palatabilidade e aceitacdo da
formulacdo/tratamento, sendo esses 0s aspectos norteadores e relevantes em todas as etapas de
desenvolvimento. Valle (2017) mostrou, em seu estudo, que o namero de publicacdes
relacionadas a esse tema aumentou ao longo dos anos, sendo essa uma tendéncia por parte da
industria farmacéutica.

Nesse estudo, também foi mostrado, através de um levantamento da literatura, que
44% dos artigos avaliados utilizavam o “Painel Sensorial Humano™ para avalia¢do do sabor e
a eficacia do mascaramento de sabor em formulac6es, sendo os escores e escalas as formas
mais utilizadas para avaliacdo (VALLE, 2017). Dessa forma, vemos essa analise como uma

evidéncia importante para o desenvolvimento desse novo produto.

4.6.1.3 Controles de qualidade fisico-quimicos da solucéo oral

Os controles de qualidade exigidos para as formas farmacéuticas liquidas foram
realizados nos LB I, LB Il e LB 1ll, e estdo descritos na Tabela 13.

E possivel observar que tanto o pH quanto a densidade dos trés LBs analisados néo
variaram muito do que foi determinado na caracterizacdo do extrato aquoso de V.
multispicata, adequando-se a finalidade pretendida. As leves variacGes desses parametros
podem ser justificadas pela adi¢do dos excipientes a formulacéo, dentre eles o sorbitol (25, 30
e 35%), que apresenta pH entre 3,5-7,0 e densidade equivalente a 1,507 g/mL (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009).

Diante da preocupacao, ja citada anteriormente, com a aparéncia e aceitabilidade de
uma nova formulacéo, a solugdo oral a base de V. multispicata, em todos os LBs obtidos (LB
I, LB Il e LB Ill) apresentou-se livre de precipitaces e turvacOes, demonstrando total
solubilizacdo do extrato e apresentando-se, dessa forma, adequado ao parédmetro visual

requerido.



Tabela 13: Controle de qualidade fisico-quimico da solucdo oral a base do extrato seco de V. multispicata

DENSIDADE CARACTERISTICAS
AMOSTRA pH .
(g/mL) ORGANOLEPTICAS
LB I 6,64 1,00 + 0,09 Cor: marrom escuro
LB Il 6,58 1,00 £ 0,12 Aparéncia: limpida
LB 111 6,70 1,00 +£0,13 Aroma: esséncia de chocolate

Sabor: inicialmente
adocicado, mas com sabor
residual adstringente (Figura
15).

Legenda: LB - Lotes de Bancada
Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 15: Aspecto macroscopico da solucéo oral obtida.

Fonte: Dados da pesquisa.
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E importante salientar que, com apenas o0s parametros da solugdo oral avaliados, até

entdo, nao foi possivel definir a “formulagdo ideal” diante dos trés LBs desenvolvidos, tendo

sido escolhido, para as proximas analises, o LB Il (sorbitol 30%), por ter concentracdo

intermediaria do solvente e estar dentro dos padrBes desejados.

Para auxilio na escolha da formulag&o final da solucdo oral, torna-se sugestivo utilizar

o “Painel Sensorial Humano”, como uma técnica in vivo para analise sensorial, visto que ja foi

avaliada a toxicidade do extrato dessa espécie e a manipulacdo da solucdo € realizada
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conforme todos os protocolos exigidos. Dessa forma, sugere-se um modelo de painel
elaborado para a avaliagdo da solucéo oral & base de V. multispicata (Apéndice A), que devera
ser submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, do Centro de Ciéncias da
Saude, da UFPE.

4.6.1.4 Fingerprint da solucgéo oral por CLAE

O sistema &gua-metanol-acido formico 0,1% (v/v) apresentou boa capacidade de
eluicdo, resolucdo e separacdo da maioria dos componentes do extrato e solugéo oral (Figura
16), estando a qualidade da resolucdo associada ao efeito acentuado da temperatura da coluna
estabelecida em 50 °C e 0 uso de amostra e fase movel acidificada.

Diante da simetria observada entre os picos obtidos a partir do fingerprint do extrato
seco aquoso e da solucdo oral a base de V. multispicata (Figura 16), é possivel antever que a
formulacéo liquida oral, em sua totalidade, manteve a presenca dos mesmos constituintes do
extrato seco e ndo interferiu negativamente na composicdo quimica do extrato seco aquoso,
apos incorporacao.

Dentre os picos observados, destaca-se o pico 9 com excelente equivaléncia e
considerado o composto majoritario no cromatograma. Contudo, até o momento, ndo €
possivel afirmar que esse composto € o principal responsavel pela atividade anti-inflamatoria
de V. multispicata, pelo fato do mesmo ainda nao estar isolado, identificado e com sua acéo
comprovada.

Além disso, também ndo se pode excluir a possibilidade de acBes sinérgicas que
potencializem o perfil bioativo de V. multispicata, ou ainda, que modifiqguem estruturas de um
ou mais compostos, de modo que surjam artefatos contribuindo com potenciais biol6gicos
mais elevados.

Contudo, o fingerprint realizado se mostrou como um fator a mais no auxilio da
comprovacdo da qualidade do produto obtido, ja que a avaliacdo dos compostos fitoquimicos
e a padronizacdo quimica dos extratos reflete ativamente na qualidade e reprodutibilidade dos
efeitos dos mesmos, quando incorporados a formulacGes finais, por exemplo (TOLEDO et al.,
2003; LEITE, 2009; GANGWAR et al., 2019).

Sabendo-se, portanto, que a qualidade esta relacionada a diversos fatores e a varias
etapas até a obtencéo final do fitoterapico, essa ndo apresenta-se como sindbnimo de eficacia,
mas sim como um fator motivador para investigacdo da mesma (SILVA; RIBEIRO;
RIBEIRO, 2017).



Figura 16: Comparacédo do fingegprint do extrato aquoso e solucéo oral de V. multispicata.
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4.6.2.1 Estudo de compatibilidade dos excipientes e do extrato seco liofilizado para a

obtencdo do creme a base de V. multispicata

As curvas TG obtidas no estudo de compatibilidade do extrato seco, excipientes e

misturas binérias entre o extrato seco e excipiente, na proporacdo 1:1 (p/p) utilizados na

obtencdo do creme, estdo apresentadas na Figura 17, e todos os eventos térmicos, descritos na
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Tabela 14, sendo expostas tanto as variagOes de temperatura quanto os percentuais de perda
de massa ocorridos.

A Figura 17A demonstra a ocorréncia de uma alteragdo no padréo das curvas TG da
mistura binaria (extrato seco:monoestearato de glicerila), quando se compara com a curva TG
desse excipiente isolado, onde a perda de massa ocorreu em trés etapas. O primeiro evento
caracterizou-se como um evento endotérmico, com baixa perda de massa (1,57% e Tpico=
39,54°C). O segundo referiu-se a decomposicdo do monoestearato de glicerila (COSTA,
2005), e ocorreu a partir de trés eventos exotérmicos de perda de massa consecutivos,
totalizando em 63,29%. E o terceiro evento, também caracterizado como um evento
exotérmico, ocorreu de forma lenta (de 444,25°C a 524,28°C), resultando em 22,23% de perda
de massa, possivelmente ainda decorrente da decomposicéo do composto.

As curvas TG da mistura binéria entre o extrato seco e 0 monoestearato de glicerila
mostraram um aumento da temperatura em que o0 processo de degradacdo do excipiente se
iniciou em Tinicia= 384,90°C, equivalente a 76,47% de perda de massa (Tabela 14), ocorrido
em um Unico evento endotérmico. Sendo esse fator um possivel indicador de protecdo na
estabilidade térmica das amostras, ocorrido ap6s associacdo (ASSUNCAO, 2017) do extrato
Seco com 0 monoestearato.

Na Figura 17B e Tabela 14 foi possivel avaliar que o alcool cetoestearilico apresentou
um unico evento endotérmico, com ponto médio em 226,56°C e com perda de massa
equivalente a 90,65%, sendo esse um resultado discrepante com o descrito no Handbook de
Excipientes, 6% ed. (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009), que detalha a sua decomposi¢édo
entre 300-360°C, aproximadamente. Entretanto, o resultado obtido corroborou com os dados
na literatura que relatam a decomposicao térmica desse composto ocorrida entre 130 e 326°C
(MENDONCA et al., 2013), onde pode-se justificar que a pureza do material de analise
(ASSUNCAO, 2017), pode inferir diretamente na divergéncia de valores.

Quando avaliada a mistura binaria entre o extrato seco e o alcool cetoestearilico, sdo
visualizadas duas etapas de decomposicdo (Figura 17B). Percebeu-se uma antecipacdo da
temperatura do primeiro e principal evento térmico, semelhante ao perfil de decomposi¢do do
excipiente isolado (Tpico= 214,51°C), mas apresentando uma reducdo na porcentagem de perda
de massa (60,89%). Esse resultado foi semelhante ao obtido no estudo de Mendonca e
colaboradores (2013), quando analisada a compatibilidade do alcool cetoestearilico com acido
retinoico, apresentando 60% de perda de massa, entre 155-268°C. O segundo evento térmico
(Tpico= 481,13°C e 14,12% de perda), caracterizado como um evento exotérmico, pode estar

associado & decomposicao dos demais compostos ainda presentes na mistura binaria.
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Figura 17: Curvas termogravimétricas referentes ao extrato seco de V. multispicata, excipientes utilizados no
creme (monoestearato de glicerila, &lcool cetoestearilico, lauril sulfato de sédio, propilenoglicol, BHT, MF —

Novamit®) e misturas binarias (1:1 p/p).
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O perfil térmico do laurilsulfato de sédio (Figura 17C) apresentou uma perda de massa

(65,99%, a Tpico= 222,14°C) (Tabela 14), a partir de trés eventos endotérmicos consecutivos.

Todavia, quando avaliada a mistura binaria com o extrato seco de V. multispicata, foi possivel

observar um evento inicial (Tpico= 86,30°C), com baixa perda de massa (4,75%), referente a
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desidratacdo dos compostos (ASSUNCAO, 2017) e um segundo evento, sendo esse 0
principal evento, endotérmico, que apresentou 43,50% de perda de massa, e ocorreu em
temperatura aproximada (204,92-248,76°C) a decomposicdo do excipiente isolado
(ASSUNCAO, 2017).

O comportamento termogravimétrico do propilenoglicol isolado e da mistura binaria
exibiu apenas uma Unica etapa de decomposicdo (Figura 17D e Tabela 14). A degradacdo do
propilenoglicol teve inicio a temperatura de 113,71°C, com perda de massa total, enquanto
que a mistura binaria entre o extrato seco e o propilenoglicol, apresentou perda de massa
inferior (54,74%), sendo significativamente adiantada em relacdo ao excipiente isolado, mas
com Thpico= 136,65°C. Esses dois fatores ocorridos (apenas um Unico evento endotérmico e a
reducdo da perda de massa da mistura binaria) também foram relatados no estudo de Costa
(2010).

O antioxidante, BHT, de forma isolada apresentou um unico evento endotérmico de
decomposicdo, com 99,25% de perda de massa (Tpico= 162,47°C) (MENDONCA, 2014).
Contudo, quando associado ao extrato seco, essa decomposi¢cdo passou a ser apresentada por
dois eventos: um endotérmico (Tpico= 145,51°C), referente a degradagéo do BHT, mas com
reducdo na perda de massa (47,21%), e um evento exotérmico, com 12,63% de perda gradual
e com inicio em 222,14°C.

Na avaliacdo térmica do conservante utilizado no desenvolvimento do creme a base de
V. multispicata, pdde-se avaliar que o MF é termicamente estavel até aproximadamente
100°C, com margem de seguranca. Na curva TG do conservante avaliado isoladamente
(Tabela 14 e Figura 17F), 93,98% de perda de massa ocorreram na faixa de temperatura de
133,86°C a 162,64°C. Contudo, na mistura binaria, esse evento endotérmico de decomposicédo
foi antecipado (Tpico= 132,40°C), mas com redugdo na perda de massa (47,76%), e um
segundo evento térmico ocorrido de forma gradual e com perda de massa equivalente a
13,20%.

Ao avaliar cada curva TG das misturas binarias e dando enfoque a comparacao apenas
com o perfil do extrato seco de V. multispicata (Figura 17, A — F), observou-se que a mistura
binaria desse composto com o monoestearato de glicerila (Figura 17A), apresentou
modificacdo no perfil térmico, retardando também, os eventos de degradacdo do extrato
vegetal, sendo sugestiva a ocorréncia de uma interferéncia positiva na estabilidade térmica
(ASSUNCAO, 2017), como ja citado.
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Tabela 14: Dados dos eventos térmicos ocorridos no estudo de compatibilidade do creme, onde foram
analisados o extrato seco, excipientes e misturas bindrias (1:1 p/p)

Amostra Eventos Temperatura Temperatura  Perda de
inicial (°C) final (°C) massa (%0)
Extrato Seco 1° Evento 66,32 110,46 6,05
2° Evento 216,82 313,71 29,34
3° Evento 452,62 482,57 7,35
Monoestearato de 1° Evento 21,44 54,51 1,57
glicerila 2° Evento* 291,86 380,02 63,29
3° Evento 444,25 524,28 22,23
Extrato seco :
Monoestearato de 1° Evento 384,90 417,35 76,47
glicerila
Alcool cetoestearilico 1° Evento 206,67 248,33 90,65
Extrato seco: 1° Evento 201,97 234,80 60,89
Alcool cetoestearilico 2° Evento 439,22 533,11 14,12
Lauril 1° Evento* 201,37 241,18 65,99
Extrato seco:Lauril 1° evento 75,55 113,49 4,75
2° Evento* 204,92 248,76 43,50
Propilenoglicol 1° Evento 113,71 138,08 100,00
Extrato seco : 1° Evento* 94,90 189,72 54,74
Propilenoglicol
BHT 1° Evento 149,18 181,04 99,25
Extrato seco:BHT 1° Evento 133,26 162,64 47,21
2° Evento 222,14 300,50 12,64
MF 1° Evento 133,86 167,63 93,98
Extrato seco:MF 1° Evento 119,43 155,54 47,76
2° Evento 216,21 327,50 13,29

Legenda: * - dois ou mais eventos térmicos de perda de massa consecutivos; MF - metilisotiazolinona e

fenoxietanol (conservante Novamit®).
Fonte: Dados da pesquisa.
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Ainda analisando o perfil do extrato seco, foi possivel observar que a mistura binaria
com o laurilsulfato de sdédio apresentou uma manutencdo dos eventos de ambos 0s
constituintes (excipiente e extrato seco) (Figura 17C e Tabela 14). Entretanto, quando
avaliados o alcool cetoestearilico (Figura 17B), propilenoglicol (Figura 17D), BHT (Figura
17E) e MF (Figura 17F), o perfil da mistura binéria apresentou perfil térmico inicial
semelhante ao perfil do excipiente isolado, mas com reducdo na perda de massa de cada
mistura binaria. Além de apresentar um perfil térmico final, acima de 250°C,
aproximadamente, semelhante ao extrato.

De acordo com Lima (2019), esse fendmeno descrito pode ser justificado pela
solubilizacdo do extrato seco nos excipientes isolados. Levando em consideracdo que todos 0s
excipientes citados acima apresentam ponto de fusdo abaixo de 100°C (ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009), tornam-se duvidosas as respostas obtidas na andlise da interacdo extrato-
excipiente, apenas por esse método.

Diante desses resultados, a analise de cada mistura fisica, por FTIR, por exemplo, é de
grande valia, podendo definir, categoricamente, a ocorréncia de incompatibilidade quimica ou
ndo (SILVA, 2019a). A existéncia de interacdo ndo € sindbnimo de prejuizo, quando diante de
uma forma farmacéutica. De acordo com Chadha & Bhandari (2014), a interacédo entre o IFA
e 0s adjuvantes pode ser benéfica, quando pretende-se elevar a solubilidade do farmaco na

forma farmacéutica, por exemplo.

4.6.2.2 Obtencéo do creme a base de V. multispicata

A avaliacdo qualitativa dos excipientes, para a obtencdo da base do creme, teve como
finalidade verificar a aparéncia visual e sensacdo na pele, capacidade de estabilizacdo e
estruturacdo do creme (AULTON; TAYLOR, 2016), além de analisar o comportamento de
algumas das formula¢6es manipuladas frente a incorporacdo do extrato seco liofilizado (5%
p/p).

Como foi descrito na Tabela 6, optou-se por uma variacdo dos surfactantes de
naturezas idnicas diferentes (ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013). No LB I, fez-se 0 uso
de um agente emulsificante isolado e um surfactante anidnico, na proporcdo de 9:1 (p/p)
(ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009; AULTON; TAYLOR, 2016). O LB Il foi manipulado a
partir de uma mistura de dois emulsificantes, juntamente com um surfactante ndo i6nico
(LIBORIO, 2016). A mesma mistura de emulsificantes foi realizada na manipulag&o do LBIII,

mas, dessa vez, optando-se por um surfactante catidbnico (AULTON; TAYLOR, 2016),
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enquanto que no LB 1V, foi alterada a concentragdo das ceras emulsificantes (monoestearato
de glicerila a 10% e o alcool cetoestearilico a 3%), combinados com o surfactante aniénico
em menor concentracdo (lauril sulfato de sddio a 0,5%).

Na avaliagdo dos LBs obtidos, o LB I ndo se mostrou conforme o esperado, tanto na
aparéncia visual, quanto na aplicacdo sob a pele. O agente de emulsificacdo e o surfactante,
utilizados isoladamente, ndo foram suficientes para a formacéo e estabilidade da emulséo.
Tanto o LB I, quanto o LB Il apresentaram grumos quando manipulados.

Os LBs Il e 1V demonstraram melhores caracteristicas visuais (coloracao branca, com
aspecto brilnoso e homogéneo) e sensitivas sob a pele (maior facilidade de aplicacéo).
Todavia, quando o extrato seco liofilizado foi incorporado a essas bases, por ambos o0s
métodos de incorporagédo, uma incompatibilidade fisica foi observada.

As bases do creme correspondentes aos LBs Il e 1V, quando tiveram o extrato seco
incorporado de forma direta, apresentaram-se com caracteristicas arenosas, apos 48h em
repouso. A perda das caracteristicas da emulsdo e alteracdes em seu aspecto fisico, também
foi descrita por Liborio (2016), quando avaliada a incorporacéo do extrato hidroalcodlico das
sementes de Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh, seco por aspersao, a formulacdo cosmética
semissolida, composta por A&lcool cetoestearilico, alcool cetoestearilico etoxilado,
monoestearato de glicerila, propilenoglicol e outros excipientes. E sugestivo que a ocorréncia
de uma possivel incompatibilidade do extrato (a 7,5% p/p) com alguns dos excipientes
justifique a formacao de grumos e finas granulacdes nas formulacdes.

Os LBs Il e 1V, apos 48h de incorporacdo do extrato seco por levigacdo, apresentaram
desestabilizacdo da emulséo, com liberacdo de 4gua e extrato. Sendo esse evento resultante do
processo irreversivel de coalescéncia, tendo como consequéncia a separacdo (ou quebra) de
fases da emulsdo (TOPAN, 2012).

Quando se fala do uso do monoestearato de glicerila como composto, ndo-idnico,
obtido a partir da reacdo entre a glicerina e acido estearico (CORDEIRO, 2012), formador de
emulsBes (O/A ou A/O), vé-se esse excipiente como o mais simples dentre essa classificacdo
e mais utilizado com essa finalidade, além de apresentar compatibilidade com substancias nao
acidas (CORDEIRO, 2012). J4 o composto anfifilico graxo (alcool cetoestearilico), quando
associado ao surfactante anibnico da classe dos alquilsulfatos (o lauril sulfato de sodio)
formam uma mistura eficiente capaz auxiliar na estabilizag&o e estruturacdo de emulsdes O/A
(GOMES, 2011; AULTON; TAYLOR, 2016).

Diante dessas caracteristicas, para a obtengdo do LBs V a VII, escolheu-se o

monoestearato de glicerila, como agente emulsificante principal, e o alcool cetoestearilico,
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juntamente com o laurilsulfato de sddio, como agentes auxiliares no processo de
emulsificagdo. Juntos, formaram uma emulsdo O/A, com caracteristicas desejadas: auséncia
de coalescéncia, manutencdo da estabilidade e boa homogeneidade; onde, apds incorporacao
do extrato aquoso de V. multispicata (10% p/p), os LBs manipulados foram submetidos aos
testes consecutivos de controle de qualidade.

Sabendo-se que a conversdo de dose entre espécies, com base na area da superficie
corporal, ndo é suportada para medicamentos administrados por via tépica (NAIR; JACOB,
2016), a determinacdo da incorporacdo de 10% (p/p) do extrato aquoso de V. multispicata
baseou-se em estudos prévios, realizado com pesquisadores parceiros, quanto o efeito
cicatrizante diante dessa concentracdo, visando analisar os efeitos sob essa condi¢do para,
posteriormente, realizar variacfes e novas analises.

Quanto aos demais excipientes de escolha para a composi¢do do creme a base de V.
multispicata, o propilenoglicol, diante das suas inumeras finalidades (ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009), apresenta como vantagem de uso, na forma farmacéutica topica, o poder
hidratante por umectacdo (LIMA, 2017), além de atuar como excipiente promotor de
permeacdo cutanea (SOARES, 2017).

Sabendo-se que, dentre os componentes bioativos presentes no extrato aquoso de V.
multispicata, encontram-se os flavonoides, e que sua estrutura polifendlica, assim como a dos
taninos, é bastante vulneravel as enzimas oxidativas (NICHOLS; KATIYAR, 2010), foi
escolhido o BHT, como antioxidante primario, inibindo a cadeia oxidativa, pelo mecanismo
de “transmissdo” de um atomo de hidrogénio (ou um elétron) para a especie reativa
(ARAUJO; BORIN, 2012).

Outro aspecto importante na escolha do antioxidante deve-se ao material plastico do
recipiente para acondicionamento da formulacdo, no qual ndo se pode descartar o possivel
contato da amostra com o ar e com a luz (OLIVEIRA et al., 2019b), sendo colocada a
protecdo metalica apenas externamente. Esse fato pode favorecer as reacdes enzimaticas, que
sdo expressas, geralmente, a partir de uma mudanca no aspecto e de coloracdo
(escurecimento) da formulacdo (SOUZA, 2019).

Na escolha dos excipientes com finalidade conservante, foi excluido o uso dos
parabenos, pelas diversas contestacGes de seu uso e os relatos sobre incidéncia de alergias,
dermatite de contato e possivel interferéncia no sistema endocrino (QUERINO; SILVA,
2018). Sendo especulada essa Ultima associagdo, devido ao uso cumulativo dos parabenos, ja

que fazem parte da composicdo de diversos produtos de higiene pessoal, cosméticos,
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perfumes, medicamentos e alimentos, por mais de 70 anos (QUERINO; SILVA, 2018;
FRANSWAY et al., 2019).

Contudo, Fransway e colaboradores (2019), afirmam que pode estar acontecendo o
“paradoxo parabeno”, onde por um lado, existem relatos de reacdes adversas a esse grupo de
conservantes, e por outro lado, setores da comunidade cientifica véem toda essa questdo como
injustificada, onde o potencial toxico dos parabenos é examinado intensamente e ndo se tem,
até entdo, clareza suficiente sobre 0s riscos potenciais que 0s mesmos podem apresentar aos
humanos.

Além disso, também devido ao material do recipiente de acondicionamento e o relato
da absorcdo do metilparabeno por alguns tipos de materiais plasticos (ROWE; SHESKEY:;
QUINN, 2009), excluiu-se o uso desse conservante, optando-se por um composto derivado da
metilisotiazolinona e fenoxietanol, usado com o nome comercial Novamit®. Apresentando-se
como um conservante de baixo grau de toxicidade, com atuagédo em ampla faixa de pH e livre

de compostos halogenados (IPEL, 2020).

4.6.2.3 Controles de qualidade fisico-quimicos do creme

Os controles de qualidade exigidos para as formas farmacéuticas semissélidas foram
realizados nos LB V, LB VI e LB VII, e estdo demonstrados na Tabela 15 e Figuras 19, 20 e
21.

A partir dos resultados da Tabela 15, é possivel constatar que os LBs obtidos,
apresentaram caracteristicas satisfatérias quanto a aparéncia e estabilidade visual, cor e
aroma, atendendo as condigdes desejadas e apresentando-se compativel ao pH cutaneo
(GUIMARAES, 2018).

Ja quando avaliadas por meio da analise sensorial, tornou-se necessario confrontar as
peculiaridades dos LBs com os resultados obtidos a partir da espalhabilidade e viscosidade,
sendo esses fatores influenciadores diretos na capacidade de aplicacdo, percepcao tatil da
formulacédo, aderéncia sobre a pele, alem da influéncia sobre a viabilidade no enchimento e
retirada da formulacio do material de acondicionamento (MILAN et al., 2007; CORREA et
al., 2015; ASSUNCAO, 2017).

No teste de espalhabilidade, observou-se que o LB VI e LB VII apresentaram perfil
(Figura 19) e valores de espalhabilidades médias (Tabela 15) bastante semelhantes (48,03 e
47,88 cm?/g, respectivamente), mesmo com o LB VII apresentando maior concentracdo de

cera emulsionante (10% de monoestearato de glicerila), maior dificuldade de aplicacdo e
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efeito residual mais significativo sob a pele. Ja o LB V exibiu espalhabilidade média bem

inferior aos demais resultados, sendo equivalente a 43,42 cm?/g ( 0,16).

Tabela 15: Controle de qualidade fisico-quimico do creme a base do extrato seco de V. multispicata.

AMOSTRA CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS  pH Ei (cm2/g)

LBV Analise sensorial: Melhor . 533  43,42+0,16
. FormulagOes
espalhabilidade, textura leve .
) ] homogéneas e
sem efeito residual. _
brilhosas, com cor

LB VI Andlise sensorial: Boa variando do branco 5,21 48,03 + 0,41
espalhabilidade, efeito a levemente creme
residual temporario até e aroma
secagem. caracteristico do
. ) extrato vegetal
LB VII Anaélise sensorial: Textura ) 5,45 47,88 £ 0,40
(Figura 18).

mais concentrada, deixando
a pele esbranquicada apds

aplicacao.

Legenda: LB - Lote de Bancada; Ei = espalhabilidade (média).
Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 18: Aspecto macroscépico do creme obtido.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Diante disso, foi realizada a verificagdo da viscosidade dos LBs, para, juntamente
com a determinacdo da espalhabilidade, avaliar as caracteristicas reoldgicas e suas possiveis
alteracbes (CORDEIRO, 2012). Para cada uma das formulacGes, 0 comportamento reoldgico
foi avaliado diante da influéncia da taxa de cisalhamento frente a tensdo de cisalhamento e a
viscosidade, obtendo-se os reogramas demonstrados na Figura 20 e 21, respectivamente.

A caracterizacao reoldgica dos LBs V, VI e VII do creme a base de V. multispicata
mostrou que as mesmas apresentaram comportamento nao-Newtoniano e puderam ser
classificadas como pseudoplasticas, devido as suas caracteristicas de deformacdo onde a
viscosidade é diminuida com o aumento do cisalhamento (Figura 21) (LAHOUD; CAMPOS,
2010; AULTON; TAYLOR, 2016).

Ja quando observado o comportamento das formulag6es no decorrer do tempo, os LBs
classificaram-se como tixotropicos (AULTON; TAYLOR, 2016), pois foi possivel observar
que uma area de histerese foi formada em todos os trés reogramas (Figura 20 e 21), sendo
mais destacado no LB VII, principalmente sob acdo de diferentes tensdes de cisalhamento,
concluindo-se que a concentracdo do excipiente tem influéncia sob o comportamento da
formulacdo. Assim, quanto maior a area de histerese, maior é a dependéncia reologica
temporal (OLIVEIRA, 2018).

Figura 19: Espalhabilidade dos LBs do creme a base de V. multispicata em funcdo do peso adicionado.
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Espalhabilidade (¢cm?)

o 200 400 600 800 1000 1200 1400

Peso das placas (g)

Legenda: LB V — monoestearato de glicerila 6%; LB VII - monoestearato de glicerila 8%; LB VII -
monoestearato de glicerila 10%.
Fonte: Dados da pesquisa.

De maneira geral, os LBs apresentaram comportamento reoldgico ja esperado, em que

a variacdo crescente na concentracdo da cera emulsificante (6, 8 e 10%) contribuiu para o
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aumento da viscosidade do LB, corroborando com os dados obtidos a partir do estudo da
espalhabilidade das formulagoes.

Contudo, para o LB VII é necesséaria que uma tensdo de cisalhamento superior seja
aplicada de maneira que o fluxo se inicie (Figura 20), ou seja, quando se relaciona esse fato ao
mecanismo de aplicacdo do produto sob a pele, sera necessaria uma forca maior e uma
velocidade de aplicacdo, durante um determinado periodo, para que se chegue a finalidade
pretendida (ALVES, 2014).

Da mesma maneira, a formulacdo do LB V pode apresentar-se insatisfatéria quando
aplicada, podendo permanecer por tempo reduzido (ou por tempo insuficiente) em contato
com o local de aplicacdo (ALVES, 2014). A partir de uma forca aplicada, a fluidificacéo
desse LB é mais aparente (Figura 21), sendo possivel ocorrer uma modificacdo na viscosidade
a ponto de escoar facilmente sob a pele.

Os compéndios oficiais brasileiros (como a FB, por exemplo) ndo definem os
parametros aceitaveis quanto a viscosidade das formulagbes (SOARES, 2017), e diversos
fatores podem interferir na acdo esperada do produto, como o pH, que pode modificar a
seguranca e eficécia, a partir da acéo sob a velocidade de liberacdo do IFA (UEDA, 2009); as
caracteristicas organolépticas, que podem afetar na aceitabilidade pelos individuos; e a
espalhabilidade, que esta diretamente ligada com a aplicacdo da formulagcdo, como ja citado
(GIL, 2010; ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013; GUIMARAES, 2018).

Figura 20: Reogramas dos LBs do creme a base de V. multispicata, expressos por tensao de cisalhamento versus
taxa de cisalhamento.

—&—ILBV
—8—LB VI
- LB VI

Tensdo de cisalhamento (N/m?)

o 3 10 15 20 25

Taxa de cisalhamento (1/s)

Legenda: LB V — monoestearato de glicerila 6%; LB VI - monoestearato de glicerila 8%; LB VII -
monoestearato de glicerila 10%.
Fonte: Dados da pesquisa.



110

Figura 21: Reogramas dos LBs do creme a base de V. multispicata, expressos por viscosidade versus taxa de
cisalhamento.
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Legenda: LB V — monoestearato de glicerila 6%; LB VI - monoestearato de glicerila 8%; LB VII -
monoestearato de glicerila 10%.
Fonte: Dados da pesquisa.

Diante desses fatos, foi possivel obter parametros da forma farmacéutica semissélida
creme a base de V multispicata, a partir da avaliacdo dos controles de qualidade verificados.
Nesse estudo, o LB VI apresenta-se como uma promissora formulacgdo a ser estudada quanto a
sua acdo antinociceptiva e anti-inflamatoria tépica, como também uma possivel avaliagdo do
seu efeito cicatrizante, visto que Lopes e colaboradores (2019) obtiveram bons resultados para

essas atividades bioldgicas na avaliacdo do extrato aquoso de V. multispicata, por via oral.

4.6.3 Gel a base de V. multispicata

4.6.3.1 Estudo de compatibilidade dos excipientes e do extrato seco liofilizado para a

obtencéo do gel a base de V. multispicata

As curvas TG obtidas no estudo de compatibilidade do extrato seco, excipientes e
misturas binarias (extrato:excipiente - 1:1 p/p), utilizados na obtencdo do gel, estdo
apresentadas na Figura 22, e todos os eventos térmicos estdo descritos na Tabela 16, sendo
expostas tanto as variacdes de temperatura quanto os percentuais de perda de massa ocorridos.

A partir da curva TG do Carbopol® isolado (Figura 22A), observou-se a perda de
massa desse composto em trés etapas. A primeira etapa torna-se sugestiva do inicio da perda

de compostos volateis, apresentando evento endotérmico com Tpico em 58,58°C e baixa perda
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de massa (7,39%). O segundo evento sucedeu-se a partir de cinco eventos exotérmicos de
perda consecutivos, ocorridos de forma lenta e gradativa, com inicio em 263°C e término em
399,34°C. Esse segundo evento térmico foi o de maior percentual de perda de massa
(66,50%), e pode estar associado a degradacdo do excipiente (ROWE; SHESKEY; QUINN,
2009). O terceiro evento de degradacdo apresentou 17,84% de perda de massa em Thpico
equivalente a 545,66°C, também sendo caracterizado como um evento exotérmico (Tabela
16).

Quando avaliado o perfil térmico da mistura binaria entre o extrato seco e Carbopol®
(Figura 22A) foi perceptivel a visualizagdo de uma antecipacdo dos dois primeiros eventos
iniciais de degradacgéo do excipiente, Ambos apresentaram valores de perda de massa bastante
reduzidos (Tabela 16). O primeiro evento endotérmico da mistura binaria teve T pico= 55,91°C
e perda de massa em torno de 5,99%. O segundo evento, também endotérmico, teve perda de
17,25% e ocorreu entre a faixa de temperatura 206,92-250,20°C, enquanto que o terceiro
evento, ocorrido a partir de dois eventos de perda de massa consecutivos, apresentou a maior
porcentagem de perda de massa (27,21% a Tpico = 350,94°C).

Levando em consideragéo a analise da mistura binaria com enfoque no extrato seco de
V. multispicata, é possivel avaliar que todos os seus eventos térmicos de degradacgéo tiveram
as temperaturas de inicio antecipadas. O primeiro evento térmico, referente a volatilizacdo dos
compostos apresenta perda de massa inferior (5,99%), assim como 0 segundo evento,
referente ao evento principal de degradacdo do extrato seco, que apresentou 17,25% de perda
de massa com Thpico= 258,91°C, estando dentro da faixa de temperatura do segundo evento
térmico do Carbopol® isolado.

O recuo nas curvas TG também foi evidenciado no estudo de Arnillas (2017), quando
realizou o teste de compatibilidade da mistura binaria Arnica montana L. e Carbopol®, sendo
observada uma degradacdo hiperexotérmica ocorrida sucessivamente, resultando na
interferéncia no equipamento e na antecipacao da curva TG.

As consideracOes, referentes aos eventos térmicos dos demais excipientes
(propilenoglicol e MF) e suas respectivas misturas binarias (1:1, p/p) com o extrato seco sao
idénticos aos dados expostos e discutidos anteriormente, no topico 3.6.2.2.

De forma geral, assim como discutido nos estudos de compatibilidade das demais
formas farmacéuticas, analises adicionais devem ser realizadas, optando-se por métodos ndo
térmicos, como o FTIR, de forma que a real influéncia desses excipientes, em contato com o

extrato seco de V. multispicata, possa ser avaliada de forma mais efetiva, além de ser viavel a
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consideracdo das possiveis interagdes com maior embasamento experimental (CHADHA,;
BHANDARI, 2014; SILVA, 2019a; VERAS et al., 2019).

Figura 22: Curvas termogravimétricas referentes ao extrato seco de V. multispicata, excipientes utilizados no
gel (Carbopol®, propilenoglicol e MF - Novamit®) e misturas binarias (1:1 p/p).
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.6.3.2 Obtencédo do gel a base de V. multispicata

Soares (2017) abordou que a realizacdo de uma planificacdo qualitativa e quantitativa
de excipientes sdo fatores criticos no estudo de pré-formulacdo de uma nova forma
farmacéutica, pelo fato de que, a partir das peculiaridades dos excipientes, tém-se atuacdes
distintas para cada formulacéo obtida.

Além disso, diante da preocupacdo, durante todo o processo de formulacdo, na
manutencdo dos IFAs vegetais, segundo Borella e colaboradores (2010), observa-se o
beneficio do desenvolvimento de formas farmacéuticas semissolidas a partir de preparacdes a
frio, que também apresentam como vantagem, o melhoramento das suas caracteristicas

fisicas.
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Dessa forma, para o desenvolvimento do gel a base de V. multipicata, optou-se pelo
planejamento qualitativo, a partir de dois agentes geleificantes ndo dependentes de preparacao
sob aquecimento e com propriedades distintas entre si. O Carbopol®, fazendo parte do grupo
de agentes geleificantes organicos anionicos; e o Natrosol®, um hidrogel ndo i6nico (ALLEN
Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Tabela 16: Dados dos eventos térmicos ocorridos no estudo de compatibilidade do gel, onde foram analisados o
extrato seco, excipientes e misturas bindrias (1:1, p/p).

Amostra Eventos Temperatura Temperatura  Perda de
inicial (°C) final (°C) massa (%0)
Extrato Seco 1° Evento 66,32 110,46 6,05
2° Evento 216,82 313,71 29,34
3° Evento 452,62 482,57 7,35
1° Evento 42,53 78,90 7,40
Carbopol® 2° Evento* 263,64 399,34 66,50
3° Evento 545,66 572,70 17,84
1° Evento 29,15 80,80 5,99
Extrato seco : 2° Evento 206,92 250,20 17,25
Carbopol® 3° Evento 341,17 383,83 27,21
Propilenoglicol 1° Evento 113,71 138,08 100,00
Extrato seco : 1° Evento* 94,90 189,72 54,74
Propilenoglicol
MF 1° Evento 133,86 167,63 93,98
Extrato seco:MF 1° Evento 119,43 155,54 47,76
2° Evento 216,21 327,50 13,29

Legenda: * - dois ou mais eventos térmicos de perda de massa consecutivos; MF - metilisotiazolinona e

fenoxietanol (conservante Novamit®).
Fonte: Dados da pesquisa.

Para o desenvolvimento da forma farmacéutica semissélida gel, também foi escolhida
a incorporacao do extrato aquoso de V. multispicata 10% (p/p), como ja descrito no topico
4.6.2.1. Ao ser realizada a incorporacdo prévia do extrato seco dessa espécie vegetal (5% p/p
em 95% p/p de base gel), foi perceptivel a instabilidade da formulacéo, com quebra da malha

e fluidificagdo do gel.
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A hidroxietilcelulose, também conhecida como Natrosol®, tem ampla aplicacdo na
industria farmacéutica (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009) sendo, na area dermatoldgica, o
seu grande uso, principalmente por sua importancia na veiculacdo de diversos ativos, como
algumas substancias no compativeis com o Carbopol®. Também podem ser veiculados, por
meio desse excipiente, os ativos que causam queda do pH final das formulagdes, por
apresentarem carater acido (FERREIRA, 2000).

Esse fato se da pela estabilidade do Natrosol® em ampla faixa de pH (2 a 12).
Entretanto, em pH <5, pode sofrer hidrélise e, em pH muito elevado, pode ocorrer oxidagdo
(ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Além disso, como desvantagem, relatos associam o seu
uso com o maior risco de contaminagdo microbiana em formulagdes (MELO; DOMINGUES;
LIMA, 2018).

Perante a incorporacdo do extrato aquoso de V. multispicata (10% p/p), a base gel de
Natrosol® (90% p/p), nas diferentes concentragbes (LBs | a IIl), foram obtidos geis
homogéneos e aparentemente estaveis.

Quanto ao outro agente geleificante utilizado no desenvolvimento do gel a base de V.
multispicata, tém-se o Carbopol® (excipiente pertencente & classe dos carbdmeros) que é
bastante utilizado em diversas formulacGes liquidas ou semissolidas, como modificador de
reologia (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009), sendo o Carbopol 940® considerado a resina
de carbopol mais eficiente (ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Devido ao Carbopol® ser um composto aniénico, pH dependente (ou seja, necessita de
neutralizacdo para atingir a eficiéncia maxima de viscosidade (DI GIUSEPPE et al., 2015)),
com boa capacidade tamponante e por possuir propriedades reologicas adequadas (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009; ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013), apresenta maior tempo
de permanéncia sob o local da administracdo, além de contribuir para manutencdo do pH
adequado da formulacdo (MERCLIN et al., 2004).

Ao ter 0 extrato aquoso de V. multispicata incorporado a base gel de Carbopol®, nas
diferentes concentragdes, os LBs IV a VI apresentaram-se como geis homogéneos,
aparentemente estaveis e com maior consisténcia (SOUZA et al., 2016) quando comparado
aos LBs I a Ill. Além disso, 0s géis mostraram-se transldcidos, visto que, na faixa de pH 4,0 a
5,5, 0 agente geleificante ja apresenta essa caracteristica de transparéncia (ALLEN Jr.;
POPOVICH; ANSEL, 2013).

Como supracitado, o extrato foi adequadamente incorporado em ambas as bases,
formadas por agentes geleificantes com caracteristicas distintas. Todos os LBs (I a VI)

apresentaram aspecto homogéneo, sem indicativos de instabilidade, como particulas,
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separacdo de fases e precipitados, por exemplo (ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013;
SOUZA et al., 2016; BORELLA et al., 2018).

O estudo realizado por Queiroz, em 2008, também mostrou o desenvolvimento de um
gel & base do extrato de Matricaria recutita L., onde foram analisados 0s comportamentos das
formulacdes utilizando o Carbopol 940®, Natrosol® e Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC),
como agente geleificantes. Na analise preliminar da estabilidade das formulagdes obtidas,
observou-se que os geis de Natrosol® apresentaram uma alteragdo no perfil reologico, com
aumento da viscosidade. Contudo, essa variacdo ndo foi encontrada quando comparado com
os géis de HPMC e Carbopol® sendo esse Gltimo a amostra que apresentou menor
interferéncia na viscosidade.

Cordeiro e colaboradores (2013) também tiveram resultados favoraveis nas
formulacdes do gel dermatologico a base de Zingiber oficinalle Roscoe, contendo Carbopol
940® em sua composicdo. Os LBs manipulados, com esse excipiente, ndo apresentaram
qualquer instabilidade até dltima analise do estudo; mas, ja nas formulacbes a base de
Natrosol®, indicios de pequenas alteragdes organolépticas ja se mostraram com 30 dias de
analise.

Em meio aos resultados desses estudos cientificos; por precaucdo pelo fato das
formulacdes fitoterapicas terem maior propensdo a sofrer alteragcbes fisico-quimicas
(RECHIA, 2010) e pelo Carbopol® ser um excipiente farmacéutico amplamente utilizado no
ambito farmacéutico (QUEIROZ, 2008; RECHIA, 2010), também fazendo parte da
composicdo de formulacdes fitoterapicas tdpicas ja comercializadas, esse excipiente foi
escolhido como o agente geleificante para melhor veiculacdo do extrato de V. multispicata
10% (p/p). Sendo, os LBs IV a VI submetidos aos testes consecutivos de controle de
qualidade.

N&o se optou pelo uso de um antioxidante na composi¢do do gel, assim como foi
utilizado no desenvolvimento do creme. Tém-se a finalidade de avaliar a possibilidade da
formulacdo apresentar alteracdes decorrentes de oxidacdo, necessitando de um antioxidante
auxiliar, mesmo o extrato aquoso exibindo evidéncias significativas de potencial antioxidante,
no estudo de Lopes e colaboradores (2019).

Quanto aos demais excipientes de escolha para a composicdo do gel a base de V.
multispicata, o propilenoglicol e 0 MF também fizeram parte dessas formulagdes diante das

vantagens de uso, na forma farmacéutica tdpica, como ja citado no tépico 4.6.2.1.
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4.6.3.3 Controles de qualidade fisico-quimicos aplicados ao gel

Os controles de qualidade exigidos para as formas farmacéuticas semissélidas foram
realizados nos LB IV, LB V e LB VI, e estdo demonstrados na Tabela 17, e Figuras 24, 25 e
26.

Todos os LBs obtidos demonstraram estabilidade fisica, aparéncia visual agradavel e
pH adequado para a aplicacdo na pele (Tabela 17) (GUIMARAES, 2018). Sabendo-se que a
viscosidade do gel depende tanto da presenca de eletrolitos quanto do pH (ALLEN Jr.;
POPOVICH; ANSEL, 2013), torna-se fundamental a avaliacdo desse Ultimo parametro em
todas as etapas do desenvolvimento e estabilidade dessa forma farmacéutica semissolida.

A caracterizacdo reoldgica dos LBs IV, V e VI do gel, a base de V multispicata, foi
realizada e avaliada diante da influéncia da taxa de cisalhamento frente a tensdo de
cisalhamento e a viscosidade, obtendo-se 0s reogramas demonstrados nas Figuras 24 e 25,
respectivamente.

Os LBs possuem comportamento ndo-Newtoniano e, por terem apresentado
diminuicdo da viscosidade a partir de um gradiente de deformacdo (Figura 25), sdo
classificados como pseudoplasticos (LAHOUD; CAMPOS, 2010; AULTON; TAYLOR,
2016), sendo esse um perfil apropriado para forma farmacéutica de uso topico, visto que
reflete na aplicacdo do produto (SILVA, 2016).

Tabela 17: Controle de qualidade fisico-quimico do gel a base do extrato seco de V. multispicata.

Amostra Caracteristicas organolépticas pH Ei (cm?/g)
LB IV  Analise sensorial: facil 580 39,12+0,71
aplicacdo, rapida secagem e
sem efeito residual. Todas as formulacdes
LBV  Andlise  sensorial:  facil °° mostraram 5 74 23,99 + 0,66
transldcidas e

aplicacdo, rapida secagem e

) ) brilhosas, com cor
sem efeito residual.

esverdeada e aroma

LB VI Analise sensorial: facil 5,72 20,95+0,85

caracteristico do

aplicacdo, gel mais consistente, extrato vegetal (Figura

com secagem mais demorada, 23)

mas sem efeito residual.

Legenda: LB - Lote de Bancada; Ei = espalhabilidade (média).
Fonte: Dados da pesquisa.
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O LB com maior concentragdo do agente geleificante em sua composigéo (LB VI) tem
0 escoamento iniciado apenas apos ser sujeito a uma tensdo de cisalhamento maior (ALVES,
2014) (Figura 24), assim como identificado no LB VII do creme & base de V. multispicata,
justificando a analise sensorial do gel (LB V1) descrita na Tabela 17. Enquanto que o evento
contrério é observado no comportamento reolégico do LB IV, onde, em uma baixa forca
aplicada, ocorre a fluidificacdo do produto. Todavia, também tém-se a preocupacao de, assim
como no LB V do creme, esse ser um fator que afete a aderéncia do LB 1V do gel sobre a pele

e influencie no processo de acondicionamento do produto (MILAN et al., 2007; ALVES,
2014; CORREA et al., 2015; ASSUNCAO, 2017).

Figura 23: Aspecto macroscopico do gel obtido.

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 24: Reogramas dos LBs do gel a base de V. multispicata, expresso por tensdo de cisalhamento versus
taxa de cisalhamento.
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Legenda: LB IV — Carbopol® 0,5%; LB V - Carbopol® 1,0%; LB VI - Carbopol® 1,5%.
Fonte: Dados da Pesquisa.
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Contudo, diferentemente dos resultados obtidos na caracterizagdo do comportamento
reoldgico do creme a base de V. multispicata, € possivel observar, tanto na Figura 24 como na
Figura 25, que praticamente ndo sdo visiveis as areas de histerese entre as curvas ascendentes
e descendentes, ocorrendo uma sobreposi¢cdo das mesmas. Dessa forma, conclui-se que 0s
LBs do gel obtidos séo isentos de tixotropia (SILVA, 2003).

Figura 25: Reogramas dos LBs do gel a base de V. multispicata, expresso por viscosidade versus taxa de
cisalhamento.
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Legenda: LB IV — Carbopol® 0,5%; LB V - Carbopol® 1,0%; LB VI - Carbopol® 1,5%.
Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 26: Espalhabilidade dos LBs do gel & base de V. multispicata em fung¢éo do peso adicionado.
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Legenda: LB IV — Carbopol® 0,5%; LB V - Carbopol® 1,0%; LB VI - Carbopol® 1,5%.
Fonte: Dados da pesquisa.
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Os resultados obtidos, a partir dos testes de espalhabilidade (Figura 26), corroboram
com os dados da viscosidade do gel, sendo esses dois fatores interferentes diretos na aplicacéo
da formulacdo sob a pele, como ja citado (GIL, 2010; ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL,
2013; SILVA, 2016; GUIMARAES, 2018).

E valido ressaltar que todos os LBs, avaliados no desenvolvimento do gel & base de V.
multispicata, foram manipulados com variacéo de 0,5% (p/p) do agente geleificante, entre um
lote e outro. Contudo, os resultados obtidos ndo apresentaram uma proporcionalidade, como
foi visto a partir do valor de espalhabilidade média dos LBs 1V, V e VI equivalentes a 39,12;
23,99 e 20,95 cm?/g, respectivamente (Tabela 17).

O LB 1V, contendo o Carbopol® (0,5% p/p) em sua formulagdo, apresentou
capacidade de espalhamento bem superior, quando comparado com os demais LBs V e VI,
que, por conseguinte, mostraram perfil de espalhabilidade (Figura 26) e espalhabilidades
médias bem aproximadas (Tabela 17). Esses resultados reforcam o fato de que a concentragédo
do excipiente de maior relevancia influi diretamente na espalhabilidade da formulacéo, sendo
necessario, em varios casos, 0 aumento na concentracdo desse excipiente, como forma de
reparo da perda de viscosidade (ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Diante desses fatos, além de uma nova forma farmacéutica semissolida ter sido
desenvolvida, foi possivel obter importantes parametros para o controle de qualidade do gel a
base de V multispicata. Dessa forma, a partir dos resultados obtidos no desenvolvimento do
gel e diante da finalidade de continuacdo dos estudos com esse produto, pode-se avaliar o
potencial antioxidante da formulacdo do LB V do gel, sendo essa uma promissora formulacédo
a ser explorada quanto a sua possivel acdo antinociceptiva, anti-inflamatoria e cicatrizante

topica.

4.7  AVALIACAO DA ATIVIDADE FARMACOLOGICA: SOLUCAO ORAL

Diante da comprovacao da atividade anti-inflamatdria e antinoceptiva, dependente da
dose (DE50= 146,89 mg/kg), do extrato seco aquoso de V. multispicata, e da capacidade de
reducdo da migracdo leucocitaria induzida pela carragenina (LOPES et al., 2019), o presente
estudo também avaliou a reducéo de percepc¢édo da dor e o efeito sobre a migracao leucocitaria
do extrato de V. multispicata incorporado a uma forma farmacéutica liquida (solugéo oral, 15
mg/mL de extrato seco).

A administracdo da solucdo oral a base de V multispicata (150 mg/kg) promoveu uma

reducdo de, aproximadamente, 85% no numero de contor¢bes abdominais, em comparacdo
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com o grupo controle, como pode ser avaliado na Figura 27. Quando s&o comparados 0sS
resultados obtidos com o percentual do nimero total de contor¢des do grupo controle, €
possivel observar que a solugdo oral manifestou poténcia equivalente ao padrédo Indometacina
(10 mg/kg) e eficicia cerca de 1,7 vezes superior ao efeito produzido pelo extrato seco
liofilizado (150 mg/kg) (Figura 27), o qual promoveu uma reducéo de aproximadamente 50%
das contorgdes.

Portanto, sendo esse teste um modelo de dor visceral utilizado para avaliacdo de
compostos com possivel potencial analgésico, tém-se manifestacdes motoras de
contracao/rotacdo abdominal e extensdo das patas posteriores, como resposta a hiperalgesia,
induzida pelo &cido acético. E valido ressaltar, que a experiéncia de nocicepgéo inflamatoria
induz a ativagdo e mobilizacdo de mediadores humorais (serotonina, histamina, bradicinina,
PGs, oxido nitrico, interleucinas, por exemplo) e mediadores celulares da inflamacéo
(macrofagos e mastocitos), com a ativagdo de canais ibnicos ndo seletivos (RANG et al.,
2016).

Entre os processos envolvidos na resposta inflamatoria e algica, o extravasamento
plasmatico e migracdo leucocitaria representam eventos importantes na génese e evolucéo de
doencas inflamatorias agudas e crbnicas. A administracdo intraperitoneal de LPS, como
componente bacteriano imunogénico, promove intensa peritonite, através da ativacdo de
receptores do tipo Toll e inducéo da expressdo de mediadores inflamatdrios, de vasodilatacéo
local e expressdo de moléculas que mediam da migracdo leucocitaria. Como consequéncia,
ocorre intensa migragéo de leucocitos para a cavidade peritoneal.

Dessa forma, no tratamento dos ratos submetidos ao quadro de peritonite induzida por
LPS, o niamero de células no lavado peritoneal aumentou em torno de 75% em comparacao
com o0 “grupo branco”. O anti-inflamatério padrdo, Indometacina (10 mg/kg), inibiu
plenamente a inducdo da migracdo leucocitaria (Figura 28). JA no grupo de animais em que
foi administrado o extrato seco liofilizado de V. multispicata (150 mg/kg) (VARO1), também
foi observada uma inibicdo completa da migracdo leucocitaria, resultando em um efeito
redutor no nimero de leucdcitos totais. Enquanto que para o grupo de animais em que foi
administrada a solucdo oral a base de V. multispicata (15 mg/kg), em uma dose 10 vezes
menor que a do extrato seco, a reducdo da migracdo leucocitaria induzida pelo LPS ocorreu
de forma bastante significativa (Figura 28), quando comparada com 0s demais grupos

experimentais.
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Figura 27: Efeito da solucdo oral de V. multispicata sobre as contor¢des abdominais induzidas pelo acido
acético (0,6%; v/v), em comparacao com os efeitos promovidos pelo extrato seco e pela indometacina.

T 120

o

=

c

o 100

(3]

(e}

°

§ 80 A

0

®

£ 601

£ *%k%

o b

3

© 40 7

b4 T+ ++

10 *k*% *k%

e 20 T

o

-

[

o

(&) 0 . .
CONTROLE VARO1 SOVo1 INDO

Legenda: SOVO1: solugdo oral (150 mg/kg); VARO1: extrato seco liofilizado (150 mg/kg); INDO: Indometacina
(10 mg/kg); ***p < 0,001 versus CONTROLE; ++p< 0,01 versus VARO1. Dados expressos como média +
e.p.m. (n=6 por grupo) do percentual de resposta nociceptiva em comparacdo com o grupo controle (100%).
Fonte: Dados da pesquisa.

Diante de tais achados, pressupde-se que o potencial terapéutico destacavel, observado
na solucdo oral desenvolvida, pode estar relacionado a concentracdo dos extratos secos e a sua
absorcdo apds administracdo. Quando comparado a um extrato fluido, os extratos secos
apresentam-se quatro a cinco vezes mais potentes, além disso, os IFAs apresentam absor¢éo
mais eficaz e rapida, quando incorporados a solucdes aquosas orais, podendo ocorrer durante
todo o trato gastrointestinal, sendo a absorvido mais em determinadas regies de acordo com
as caracteristicas do proprio IFA (LEITE, 2009; ALLEN Jr.; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Além disso, outro aspecto a ser considerado € o aumento da biodisponibilidade do IFA
frente ao uso do sorbitol como excipiente farmacéutico. Dash, Srinivas e Babu, em 2019,
relataram algumas questfes entre o uso desse composto e sua interferéncia na absorcao e
biodisponibilidade de drogas, seja de forma positiva ou negativa.

Nesse estudo, foi realizada uma revisdo da literatura de varios medicamentos,
escolhendo-se as substancias que tinham disponiveis os dados farmacocinéticos, com ou sem
a influéncia do sorbitol. De maneira geral, sugeriram que a disposicdo farmacocinética de
varios medicamentos influenciada pelo sorbitol, pode estar estruturada no Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) dos compostos (DASH; SRINIVAS; BABU, 2019),

sendo analisados medicamentos pertencentes a SCB classe | (metropolol, teofilina,
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fenobarbital, salicilatos), classe Il (risperidona) e classe Il (lamivudina, ranitidina,
cimetidina e aciclovir). Excluindo-se os medicamentos da classe 1V por indisponibilidade de
relatérios (DASH; SRINIVAS; BABU, 2019).

Figura 28: Efeito da solucdo oral de V. multispicata sobre a migracéo leucocitaria induzida pela administragdo
intraperitoneal de LPS em comparagdo com os efeitos promovidos pelo extrato seco e pela Indometacina.
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Legenda: SOV01: solugdo oral (15 mg/kg); VARO1L: extrato seco liofilizado (150 mg/kg); INDO: Indometacina
(10 mg/kg); LPS: lipopolissacarideo; ***p < 0,001 versus BRANCO; ++p< 0,01 versus LPS. Dados expressos
como média = e.p.m. (n=6 por grupo) do percentual de resposta nociceptiva em compara¢do com 0 grupo
controle (100%).

Fonte: Dados da pesquisa.

Concluiu-se, portanto, que 0s compostos com mecanismo osmotico, como o sorbitol,
influenciaram apenas a absorcdo dos medicamentos SCB classe Il e I1l, ndo interferindo na
absorcdo dos medicamentos classe |. Contudo, relatos ainda especulam a relacdo de
interferéncia farmacocinética diferenciada do sorbitol frente a um medicamento SBC classe |
apresentando liberacdo modificada ou liberacdo sustentada (DASH; SRINIVAS; BABU,
2019).

Dash, Srinivas & Babu (2019) também descreveram que em estudos anteriores, niveis
séricos de vitamina B12 mostrou-se aumentado, em alguns individuos, quando incorporado o
D-sorbitol em uma forma farmacéutica liquida (xarope) (CHOW et al., 1958; CHALMERS;
SHINTON, 1959).

Tém-se uma maior preocupacao quanto aos complexos conjuntos de compostos ativos

presentes nas plantas medicinais, visto que a biodisponibilidade desses pode ser influenciada
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por muitos fatores fisico-quimicos como: tipo de composto bioativo, polaridade, massa
molecular, acdo de enzimas gastrointestinais, absorcdo pelos enterdcitos, acdo de enzimas de
fase 11, interacBes e metabolizacdo por parte da microbiota (MOURAO et al., 2005; OZDAL
et al., 2016; BRESCIANI et al., 2017; ARNOSO; COSTA; SCHMIDT, 2019).

Como ja citado, a V. multispicata apresenta-se como uma espécie rica em compostos
fendlicos (LOPES et al., 2019), e a bioacessibilidade e biodisponibilidade desses compostos é
bastante variavel (LOPES NETO, 2017). A metabolizacdo por parte da microbiota é o
principal fator de interferéncia quando refere-se a biodisponibilidade desses compostos, sendo
a sua estrutura quimica determinante no grau de absorcéo intestinal (MOURAO et al., 2005;
OZDAL et al., 2016; BRESCIANI et al., 2017; ARNOSO; COSTA; SCHMIDT, 2019).

Até entdo, esses mecanismos de absorcdo intestinal ndo sdo totalmente conhecidos,
contudo, sabe-se que compostos fendlicos que apresentam estruturas moleculares de menor
tamanho (&cidos fenolicos, isoflavonas, catequinas, flavonas e glicosideos de quercetina, por
exemplo), tém sua absorc¢éo facilitada a nivel intestinal (LOPES NETO, 2017).

Dessa forma, os resultados obtidos ratificam o potencial terapéutico do extrato seco de
V. multispicata, quando incorporado na forma farmacéutica liquida, aléem de existir uma

possivel acdo vinculada a dor inflamatoria e a via das PGs.

4.8 ESTUDO DE ESTABILIDADE PRELIMINAR DAS FORMAS FARMACEUTICAS

Os LBs Il, VI e V da solugéo oral, creme e gel, respectivamente, foram lancados na
camara de estabilidade para inicio do Estudo de Estabilidade Acelerado no més de dezembro
de 2019. Contudo, ndo foi possivel realizar os controles de qualidade dos LBs nos tempos de
3 e 6 meses, devido a pandemia da COVID-19.

Os LBs das formas farmacéuticas semissolidas (VI e V da solucdo oral, creme e gel,
respectivamente) também foram lancados na camara de fotoestabilidade, mas devido a
problemas pré-analiticos, ndo foi dado prosseguimento as analises.

Na Figura 29 estdo expostas as formas farmacéuticas obtidas a base de V. multispicata,
apos 8 meses em camara de estabilidade. A partir de uma analise das caracteristicas
organolépticas apenas, foi verificado que a solugédo oral (Figura 29A) e o creme (Figura 29B)
tiveram todas as caracteristicas visuais preservadas, sem a presenca de nenhuma instabilidade
fisica.

Todavia, a formulacdo referente ao gel a base de V. multispicata (Figura 29C),

apresentou uma modificacdo de cor, caracteristica de uma agdo oxidante, ratificando a
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necessidade de adigdo de um agente estabilizante (antioxidante), como o BHT na formulagéo,

como foi utilizado na composicdo da forma farmacéutica semissolida creme.

Figura 29: Formas farmacéuticas obtidas a base de V. multispicata, apos

\ » R

Leena: A- Soluéo oaI;
Fonte: Dados da pesquisa.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho contribuiram para o conhecimento e
certificacdo da droga vegetal, a base de V. multispicata, j& bastante utilizado na terapia
popular. Foi possivel afirmar que a droga vegetal, extrato fluido e extrato seco de V.
multispicata apresentam-se conforme aos parametros de controle de qualidade fisico-quimicos
que foram aplicados.

Além disso, pdde-se confrontar os resultados do perfil fitoquimico, obtido no estudo,
com dados ja descritos na literatura, reafirmando a presenca de varios grupos de compostos
fendlicos no material vegetal, demonstrando, por Espectroscopia UV-vis, 242,3 mgAG/g
equivalentes a acido géalico. E, a partir de uma planificacdo qualitativa e quantitativa de
excipientes, foram desenvolvidas e obtidas diferentes formulacfes preliminares da solucéo
oral, creme e gel a base de V. multispicata.

A solucdo oral a base de V. multispicata (15 mg/mL) foi obtida a partir de uma
variacdo na concentracdo de sorbitol (25, 30 e 35%), como cossolvente da formulagéo,
obtendo-se trés LBs os quais foram submetidos aos controles de qualidade aplicaveis,
definindo o LB Il como a amostra dentro dos padrdes esperados para prosseguimento do
fingerprint da solucéo oral, por CLAE, e avaliacdo da atividade farmacolégica.

A partir do fingerprint, foi verificado que os constituintes do extrato seco, tambem
estavam expressos na solucédo oral a base de V. multispicata, demonstrando a nédo interferéncia
negativa dos excipientes na formulacdo, quando avaliados os metabdlitos secundarios. Assim
como no estudo de Lopes e colaboradores (2019), verificou-se a presenca de guercetina-3-O-
robinobiosideo, kaempferol, 5,6'-di-hidroxi-7,2 ', 4', 5'-tetrametoxiflavona e 5-hidroxi-3,7,3 ’,
4'-tetrametoxiflavona.

Ja na avaliacdo da atividade antinoceptiva, a solucdo oral (150 mg/kg), apresentou
eficacia cerca de 1,7 vezes superior ao efeito produzido pelo extrato seco liofilizado (150
mg/kg), ao reduzir, aproximadamente, 85% no numero de contor¢cBes abdominais dos
animais; além de promover uma reducéo significativa da migracdo leucocitaria induzida pelo
LPS, mesmo tendo sido administrada a solucdo oral (15 mg/kg) numa concentracdo 10 vezes
inferior a do extrato seco (150 mg/kg).

As formas farmacéuticas semissélidas, creme e gel, a base de V. multispicata foram
obtidas a partir de uma variagdo na concentragdo dos surfactantes e agentes geleificantes,
respectivamente. Os controles de qualidade: caracteristicas organolépticas, pH,

espalhabilidade e viscosidade, foram realizados para cada uma das formulagdes.
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A partir desses resultados experimentais, em especial aos resultados obtidos a partir da
espalhabilidade e viscosidade dos LBs, foi possivel determinar a que percentual de variacdo
dos excipientes a formulacdo apresentava resultados satisfatorios. Sendo esses 0s principais
parametros para escolha das melhores formulacbes do creme (LB VI) e do gel (LB V), as
quais se mostraram como promissoras formulacdes a serem estudadas quanto a possivel acéo
antinociceptiva, anti-inflamatdria e cicatrizante topica.

Diante do exposto, a qualidade fisico-quimica do IFA vegetal foi garantida, além de
terem sido desenvolvidas trés formulacbes, preliminares, a base de V. multispicata,
apresentando-se como futuras alternativas, na terapia isolada ou complementar, do tratamento

da dor e da inflamagéo.

5.1 PERSPECTIVAS

Diante dos objetivos ndo alcancados com o presente trabalho e pretendendo-se dar

continuidade ao estudo com V. multispicata, tém-se como perspectivas:

e Complementacdo da caracterizacdo fisico-quimica do extrato seco: Repeticdo tanto
da determinacdo do indice de espuma, seguindo metodologia da FB, 62 ed. (BRASIL,
2019a), quanto da prospeccdo fitoquimica, por CCD, dos metabolitos secundarios
pertencentes a classe dos terpenos;

e Prosseguimento do estudo de compatibilidade dos excipientes: Realizando-se analises
adicionais das misturas binarias (extrato seco-excipientes), por métodos ndo térmicos
(SILVA, 2019a; VERAS et al., 2019), por exemplo.

e Complementacdo de estudos referentes a solucdo oral a base de V. multispicata:
Sugere-se a realizacdo de uma variacdo qualitativa e quantitativa de diferentes
edulcorantes pode ser aplicada (aspartame, sucralose e xilitol, por exemplo) e teste
com conservante diferente dos parabenos. Também é proposta a realizacdo da
pesquisa de satisfacdo da solucdo oral, a partir de um “Painel Sensorial Humano”,
tendo como exemplo o documento presente no Apéndice A, ap0s submissdao no
Comité de Etica. Quanto a atividade farmacolégica da forma farmacéutica liquida,
torna-se necessario a realizacdo de estudos adicionais, a fim de caracterizar, de forma

mais concreta, a sua eficacia e seguranca, bem como os mecanismos subjacentes;
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Complementacéo de estudos referentes as formas farmacéuticas semissolidas a base
de V. multispicata: Deve-se realizar uma otimizacdo da formulacdo da forma
farmacéutica gel, propondo-se adicdo de agente antioxidante. O desenvolvimento e
validacdo do método analitico para o doseamento tanto do creme, como do gel
obtidos, deve ser realizado a fim de agregar informacdes sobre o controle de qualidade
fisico-quimico dessas formulagdes. Além disso, os testes referentes as atividades
farmacoldgicas e sensibilidade dérmica, in vivo, das formas farmacéuticas
semissolidas, devem ser feitos;

Realizacdo do controle de qualidade microbioldgico das formas farmacéuticas
desenvolvidas: De forma a garantir que as formulacGes atendam as especificacdes
determinadas quanto aos limites aceitaveis para micro-organismos. Devido ao elevado
teor de agua dos produtos acabados e por terem origem vegetal, os testes adequados
devem ser realizados rotineiramente (BRASIL, 2019a);

Estudos de Estabilidade: Diante dos contratempos no andamento do Estudo de
Estabilidade Acelerada e Fotoestabilidade de todas as formulacGes, torna-se necessario
uma retomada dessas analises a partir da fase inicial, ap0s desenvolvimento e
validacdo do método analitico para o doseamento das formas farmacéuticas (BRASIL,
2019b). Sugerindo-se, para as formas farmacéuticas semissélidas, ao realizar o estudo
do comportamento reoldgico, analisar as histereses formadas e sua relacdo com a
estabilidade das formulagées (MELO, 2008; LIBORIO, 2016);

Elaboracgdo e submissé@o da patente e artigo cientifico.
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APENDICE A- MODELO DE PAINEL SENSORIAL HUMANO

MODELO DE PAINEL SENSORIAL HUMANO

Aprovagdo no Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos N°

O “Painel Sensorial Humano” consiste em uma técnica in vivo utilizada para a avaliacao
das reacdes produzidas e como elas sdo percebidas pelos érgdos da visao, olfato, paladar, tato e
audicdo, quando o individuo é exposto a uma determinada amostra. Além permitir avaliar o
nivel de satisfacdo dos individuos, podendo ser aplicada em diversas situacdes, principalmente
no desenvolvimento de novas formas farmacéuticas.

O presente teste tem como principal finalidade avaliar a percepcao global do sabor de
uma solucéo oral obtida, utilizando o extrato seco de uma espécie vegetal como principio ativo,
sendo analisada a percepcao do sabor inicial e residual, além da textura das formulaces.

Serdo selecionados n° voluntarios para a realizacdo do teste, 0os quais devem
estar dentro dos critérios e inclusdo e exclusdo abaixo citados.

Foram manipulados n° lotes de bancada (LB), cada um com 50 mL, da solucéo
oral a base do extrato seco aquoso liofilizado de Varronia multispicata. Tambem foi
manipulada uma solucéo oral placebo. Todas as amostras foram armazenadas em frascos conta

gotas, de plastico, com tampa lacre, e identificados com codigos.

» Critérios de inclusdo: Adultos saudaveis, do sexo masculino ou feminino, na faixa
etaria dos 20-40 anos.

» Critérios de exclusdo: Individuos com doencas cronicas ja diagnosticadas; individuos
que fazem uso continuo de medicacdo; individuos que tenham consumido bebida
alcoolica nas Gltimas 48 horas; gestantes; usuarios de cigarro; individuos que possuam
alergia a qualquer tipo de substancia; individuos que tenham a percepc¢éo prejudicada do
paladar seja por doenca ja existente ou qualguer outro motivo que possa levar a
modificacdo do paladar.

» Riscos envolvidos: Possibilidade de experiéncia desagradavel de sabor.
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INFORMACOES SOBRE A SUBSTANCIA EM ANALISE

Varronia multispicata (sin. Cordia multispicata), espécie vegetal pertencente a familia
Boraginaceae, ¢ uma planta medicinal tipica de regides do clima tropical e subtropical,
amplamente distribuida e utilizada no Brasil, principalmente por sua acdo expectorante e no
tratamento de contusdes. E uma espécie rica em compostos fenolicos, mas ainda nio se tem
dados totalmente conclusivos sobre o principal metabdlito que justifique o efeito
antinociceptivo e antiinflamatério do extrato aquoso liofilizado, no tratamento via oral, relatado
em estudos anteriores. Contudo, por meio de estudos cientificos, sabe-se que 0 mesmo
apresenta perfil de baixa toxicidade, propondo-se, portanto o desenvolvimento tecnolégico de
uma forma farmacéutica liquida para incorporacao desse extrato. Dessa forma, foi obtida uma
solucgéo oral contendo em sua composi¢cdo um veiculo, edulcorante, conservante e flavorizante,

e sendo manipulada conforme todos os protocolos exigidos.

INSTRUCOES PARA O TESTE

e Os individuos ndo devem comer, beber ou mascar qualquer tipo de alimento durante ou,
pelo menos, uma hora antes do teste;

e Os individuos devem conduzir, de forma padronizada, todas as etapas do teste:

e Agitar trés vezes o frasco, antes do uso;

e Fazer a degustacao de 20 gotas (equivalente a 1 mL) da solucdo oral;

e Realizar avaliacdo do sabor inicial (topico 1 do questionario);

e Realizar avaliacdo da textura da formulagéo (topico 2 do questionario);

e Ap0s cinco minutos da administracdo, realizar avaliagdo do sabor residual (t6pico 3 do
questionario);

e Responder topicos 4 e 5 do questionario.
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QUESTIONARIO
Individuo n°: LB analisado:

1- Como vocé classifica 0 SABOR INICIAL da solucao degustada?
( ) Doce () Amargo ( ) Salgado ( ) Nenhum

2- Como vocé classifica a TEXTURA E A SENSACAO NA BOCA apds degustacdo da
solucédo oral?

( ) Delicado ( ) Grosso () Viscoso ( ) Arenoso ( ) Nenhuma

3- Como voceé classifica 0 SABOR/SENSACAO RESIDUAL ap6s solugdo degustada?
( ) Doce ( ) Amargo ( ) Salgado ( ) Acido () Adstringente ( ) Frescor ( ) Dorméncia

4- Em uma escala de 1 a 10, quanto & APARENCIA VISUAL E AROMA da solucéo oral

degustada lhe € satisfatoria? (Considerando que 1 refere-se a “insatisfagdo” e 10 a “muita satisfagio”)

1) @) B) 4) ©) 6 () (B (9 (10)

5- Em uma escala de 1 a 10, quanto o SABOR da solucédo oral degustada lhe é agradavel?

(Considerando que 1 refere-se a “desagradavel” e 10 a “bastante agradavel”)

1)@ @O E@E O 10
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