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RESUMO

CAMELO, S. R. P. Estudos de pré-formulacdo e formulacdo de Vismia
guianensis (Aubl.) Choisy. 2010. 164 f. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de

Farméacia, Universidade Federal do Para, Belém, 2010.

A obtencdo e a avaliacdo da formulacéo fitoterapica foi tracada através de
parametros de controle de qualidade realizando-se a caracterizacdo fisico-quimica
da matéria-prima vegetal desidratada e triturada, do seu derivado (extrato liofilizado
da tintura hidroalc6olica) e da formulacdo semi-sélida fitoterapica antimicrobiana
contendo a tintura das folhas de Vismia guianensis (Aubl) Choisy. Para tais
caracterizacdes utilizaram-se os parametros especificos para as drogas vegetais
contidos na Farmacopéia Brasileira 4. Ed., a analise térmica: termogravimetria,
analise térmica diferencial e calorimetria exploratoria diferencial e a espectroscopia
na regiao do infravermelho e do ultravioleta. A avaliagido da atividade antimicrobiana
pelo método de difusdo em disco em meio solido identificou a sensibilidade de S.
aureus (ATCC 25923) ao extrato seco da tintura dissolvido em DMSO, nas
concentragbes de 500, 250, 125 e 62,5 mg/mL. A CLAE tracou o perfil de
composicao das sub-fracdes A e B provenientes da fracao acetato de etila da tintura
e evidenciou o alcance maximo de absorcdo em 290 nm para a fracdo acetato de
etila semelhante ao alcance maximo da emodia, sendo essa entédo utilizada como
padrao de referéncia e marcador externo. A validacdo do método foi realizada
através da espectrofotometria no ultravioleta, demonstrando ser um método seletivo,
linear, repetitivo e robusto. A analise térmica evidenciou possiveis incompatibilidades
existentes entre a mistura binaria do extrato liofilizado da tintura com a
hidroxietilcelulose e o propilenoglicol; obtendo-se entdo um gel com caracteristicas
ndo homogéneas devido a precipitacdo de proteinas, ocorrida pela interacao
polifenol-protéina. A avaliacdo da estabilidade preliminar da formulacdo permaneceu
dentro dos parametros, apresentando resultados dentro dos limites aceitaveis para

os testes de centrifugacéo, estresse térmico e caracteristicas organolépticas.

Palavras-chave: antraquinonas; controle de qualidade; fitoterapicos; formulacéo

semi-sélida; Vismia guianensis (Aubl.) Choisy.



ABSTRACT

CAMELO, S. R. P. Studies of pre-formulation and formulation of Vismia
guianensis (Aubl.) Choisy. 2010. 164 f. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de

Farméacia, Universidade Federal do Para, Belém, 2010.

The obtention and evaluation of a new herbal formulation from Vismia
guianensis (Aubl.) Choisy was determined by parameters of quality control. Physical-
chemical characterization in plant raw material dried and crushed, its extract of the
tincture and semi-solid formulation with antimicrobial activity. For the
characterizations specific parameters for herbal drugs contained in the Brazilian
Pharmacopoeia 4™ Ed were used, the thermal analysis: thermogravimetry, differential
thermal analysis and differential scanning calorimetry and infrared and ultraviolet
spectroscopy. The evaluation of the antimicrobial activity by the disk diffusion method
in solid identified the sensitivity of S. aureus (ATCC 25923) to the dried extract
dissolved in DMSO at concentrations of 500, 250, 125 and 62.5 mg / mL. The HPLC
drawing the profile of the composition of the sub-fractions A and B from the ethyl
acetate fraction of the tincture and showed the range of maximum absorption at 290
nm similar to the maximum capacity of emodin being used a reference standard and
an external marker. The method validation was performed by ultraviolet
spectrophotometry, demonstrating a selective method, linear, repeatable and robust.
Thermal analysis showed possible incompatibilities between the binary mixture of the
extract of the tinsture with hydroxyethylcellulose and propylene, then obtaining non-
homogeneous gel due to precipitation of proteins, triggered by the polyphenol-protein
interaction. A preliminary evaluation of the stability of the formulation obtained
remained within the normal parameters, show results within acceptable limits for the

centrifuge tests, thermal stress and organoleptic characteristics.

Keywords: anthraquinones; herbal medicines; quality control; semi-solid formulation

Vismia guianensis (Aubl.) Choisy.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € conhecido mundialmente como um vasto e rico reservatorio natural
de espécies vegetais de varios ecossistemas. Tao antiga quanto o préprio homem, a
fitoterapia como recurso terapéutico avancou pela historia e hoje, em todo o mundo,
€ objeto de interesse de pesquisadores, da industria e, claro, da sociedade moderna.
A principal diferenca entre os medicamentos convencionais e os fitoterapicos esta na
matéria-prima, sendo essa 0s extratos vegetais padronizados, que Ihes garante a
sua seguranca, eficacia terapéutica e reprodutibilidade.

O desenvolvimento e o controle de qualidade dos medicamentos fitoterapicos
obedecem aos mesmos rigores dos medicamentos convencionais. Para conceder o
registro de um fitoterapico a ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
exige 0s mesmos procedimentos para o registro de um medicamento sintético.
Tamanho critério por parte dos 6rgaos reguladores é mais um fator de seguranca ao
usuario de fitoterapicos (BRASIL, 2004).

O governo brasileiro visando a importancia desse segmento da economia
lancou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), uma acéo
conjunta entre o governo (através de financiamentos), universidades (pesquisa e
desenvolvimento) e industrias (fabricacdo) buscando o desenvolvimento de novos
medicamentos destinados a populacdo (BRASIL, 2006b). O Sistema Unico de
Saude (SUS), também foi foco de acdo do governo através da Politica de Praticas
Integrativas e Complementares, garantindo a populacéo acesso seguro e racional ao
uso de medicamentos fitoterapicos (BRASIL, 2006a).

Um espécime vegetal € composto por uma rica quantidade de componentes,
sendo que alguns deles sdo os responsaveis pelo seu efeito farmacolégico. Como
exemplo tem-se diferentes classes metabodlicas de onde se pode destacar as
antraguinonas, reconhecidas pelo seu efeito laxativo sdo bastante utilizadas na
medicina popular (CUNHA, 2005). Atuam como antioxidantes e como captadoras de
radicais livres, podendo exibir atividade antiprotozoaria. Também citada sua
atividade inibitéria sobre o crescimento de Helicobacter pylori, uma bactéria
associada ao surgimento de cancer gastrico (WANG et al. 1998; CAMACHO et al.
2000). Além disso, varias antraguinonas, entre as quais a emodina, tém mostrado
atividade antiviral e antimicrobiana (COHEN et al. 1996; KUMAR et al. 1998).
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A espécie Vismia. guianensis (Aubl) Choisy, (Clusiaceae) popularmente
conhecida como lacre, € o ponto de partida a obtencdo de um futuro medicamento
fitoterdpico antimicrobiano de base semi-sélida. Tal espécie foi citada em relatos de
utilizacdo popular em diferentes municipios do Brasil, em particular no estado do
Para. Destacando-se principalmente pela sua utilizagdo no tratamento de
dermatoses (KERHARO, 1974, p. 485 apud BOTTA et al. 1986, p. 1217),
apresentando-se como potente laxativo (LORENZI e MATOS, 2002), além de suas
folhas serem empregadas como ténico (MACFOY e SAMA, 1983), e possuirem
propriedades antipiréticas e anti-reumaticas (LORENZI e MATOS, 2002).

O presente trabalho foi baseado na Resolucao de Diretoria Colegiada (RDC)
n°48 que dispbe sobre o registro dos medicamentos fitoterapicos (BRASIL, 2004).
Tendo como premissa basica a caracterizagdo inicial da espécie vegetal, do seu
derivado e da formulacdo semi-solida antimicrobiana contendo a tintura das folhas
de V. guianensis. Para tal foram utilizados parametros de controle de qualidade
através de metodologias fisico-quimicas contidas na Farmacopéia Brasileira 4 Ed.
(1988), trancando-se os perfis térmico e espectroscopicos na regido do
infravermelho e ultravioleta, realizando-se a validacdo do método assegurando-se a
reprodutibilidade dos resultados e o estabelecimento de limites de aceitacdo do erro
analitico, através da aplicacdo sistematica de testes de precisdo e exatiddo e
também através dos estudos de formulacdo com a analise das misturas binarias

entre o ativo e 0s excipientes e os testes de estabilidade preliminar da formulacao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O desenvolvimento dos medicamentos fitoterapicos

O espaco para o desenvolvimento de medicamentos de origem vegetal foi
retomado no cenario mundial a partir da turbuléncia que a industria farmacéutica
passou nos ultimos anos, em parte devido a sua prépria natureza, baseada em
tecnologia e crescimento rapido, e, em parte, devido as diversas pressdes que vém
sofrendo: pressdes provenientes do controle de custo estatal e pressbes
provenientes do surgimento de mecanismos publicos e privados que atuam na
reducédo do preco dos medicamentos. As janelas de oportunidade foram rediscutidas
e justamente a prospeccdo de medicamentos fitoterapicos padronizados seria um
dos caminhos apontados a constituir a nova demanda da industria farmacéutica
mundial. Com o sentido de diminuir custos e aumentar a eficacia; novas tecnologias
foram entédo introduzidas no processo de inovacdo desses medicamentos (VILLAS
BOAS e GADELHA, 2007).

A idéia primordial na introducdo do uso de fitoterapicos na medicina humana
nao € substituir medicamentos registrados e ja comercializados, mas sim aumentar a
opcao terapéutica dos profissionais de saude ofertando medicamentos equivalentes,
também registrados, talvez mais baratos, com espectros de acdo mais adequados e
com indicacdes terapéuticas complementares as existentes. E como objetivos
secundarios, mas ndo menos importantes, seriam a valorizacdo das tradi¢cdes
populares e o fornecimento de substrato para o desenvolvimento da industria local
(LAPA et al. 2007).

Paises com a biodiversidade como a do Brasil, tenderam a se beneficiar
dessa situacdo. Como os produtos naturais tradicionalmente ja sugerem uma fonte
importante para medicamentos, 0s extratos vegetais serviram entdo como ponto de
partida a obtencdo dos novos medicamentos fitoterapicos. Lembrando que o
processo de validacao de um fitoterapico tem como ponto de partida as informacfes
etnofarmacoldgicas e etnobotanicas, etapa relacionada a identificacdo do material
em estudo. Passando-se posteriormente a etapa farmacéutica relacionada com a

producéo de um extrato padrao com o estudo de todos o0s seus ativos e indicadores,
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além do preparo da forma farmacéutica para a administracdo, com garantia da
gualidade e uniformidade da amostra, assim como com sua estabilidade nos testes
clinicos e pré-clinicos. Na sequéncia passa-se a etapa dos ensaios biologicos pré-
clinicos: farmacodinamicos, farmacocinéticos e toxicolégicos em animais de
laboratdrio; para finalmente chegar a etapa final dos ensaios clinicos realizados na
espécie humana comprovando os beneficios do uso medicinal do novo produto

suplantando os riscos de uma possivel acao toxica (LAPA et al. 2007).

2.1.2 Legislacéo vigente no pais

A trajetoria do desenvolvimento de medicamentos de origem vegetal no Brasil
nos remonta a década de 50, marcada por forte expansdo do mercado de
medicamentos sintéticos, surgindo 0s primeiros casos expressivos de efeitos
colaterais; é classico o ocorrido com a talidomida no ano de 1962, quando milhares
de criancas em todo o mundo nasceram malformadas por influéncia desse farmaco.
Esse tragico evento serviu de alerta aos oOrgaos de fiscalizacdo sanitaria ao
demonstrar o risco potencial de medicamentos e estimular um maior controle do que
estava e viria a ingressar no mercado. Para os fitoterapicos, tal contexto propiciou a
formulacdo, pelo Servico Nacional de Fiscalizacdo da Medicina e da Farmacia
(SNMF), da Portaria n°® 22 de 30 de outubro de 1967, que estabeleceu normas para
0 emprego de preparac0es fitoterapicas (BRASIL, 1967).

Desde 1972, com a tentativa de revisdo da Portaria n°® 22/1967, sentiu-se a
necessidade de atualizacdo da legislacdo brasileira de fitoterapicos, realizada
somente na década de 90 através da Portaria SVS n°® 6 de 31 de janeiro de 1995,
criada para eliminar as lacunas da legislacdo anterior e definir os rumos para 0s
produtos fitoterapicos no mercado brasileiro. No entanto questfes permaneciam
como o que fazer com milhares de produtos que estavam sendo comercializados
sem registros, de forma irregular e insuficiéncia na maioria das novas exigéncias
legais. Foi entdo que Portaria n® 6/1995 fixou um intersticio maximo de 5 anos para a
comprovacdo da seguranca desses produtos através da realizacdo de testes

toxicoldgicos pré-clinicos e clinicos (BRASIL, 1995).
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A edicdo da Portaria SVS n°® 6/1995 desencadeou, em todo o mercado
fitoterapico, uma forte reacdo, oriunda principalmente do setor produtivo. Essa
reacdo barrou a implementacdo da norma e forgcou politicamente a sua reviséo e
flexibilizacdo. Assim, desde janeiro de 1995, discutiram e buscaram-se férmulas para
flexibilizar a norma sanitaria brasileira para fitoterapicos, conseguida através da
resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) n® 17 de 24 de fevereiro de 2000, que
classificou os medicamentos fitoterapicos em trés categorias para fins de registro,
além de padronizar as literaturas aceitas como referéncia bibliografica (BRASIL,
2000).

Em abril de 2004 o governo brasileiro através da ANVISA propés a principal
legislacdo dos medicamentos fitoterapicos, a RDC n° 48, que regulamenta o registro
de medicamentos fitoterapicos, estabelecendo requisitos necessarios para sua
concessdo, 0s quais se baseiam na garantia de sua qualidade. As avaliacbes
abrangem a matéria-prima vegetal; os derivados da droga vegetal com a
determinacdo de um marcador, componente ou uma classe de compostos quimicos
(ex. alcaldides, flavondides, acidos graxos, etc.) presente na matéria-prima vegetal,
idealmente o proprio principio ativo, e preferencialmente que tenha correlacdo com o
efeito terapéutico, além do o medicamento fitoterapico (produto final) (BRASIL,
2004).

E importante evidenciar que os aspectos essenciais ao registro, como a
identificacdo botanica das espécies vegetais usadas, padroes de qualidade e
identidade, eficacia e seguranca comprovada para as indicacfes propostas, foram
levados em consideracdo desde a primeira Portaria descrita, passando a um maior
detalhamento ao longo dos anos. Nesse sentido, os documentos oficiais mais
recentes apresentados na area de fitoterapicos sao: o Decreto n.° 5.813, de 22 de
junho de 2006, que aprova a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) e a Portaria 971, de 03 de maio de 2006, que aprova a Politica Nacional
de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC).

O objetivo da PNPMF é garantir a populacdo brasileira 0 acesso seguro e
racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o0 uso sustentavel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da indastria nacional. Entre
suas diretrizes esta a garantia e promocdo da seguranca, eficacia e qualidade no

acesso a plantas medicinais e fitoterapicos, por meio da adocao de boas préticas de



31

cultivo e manipulagcdo de plantas medicinais e de manipulacdo e producédo de
fitoterapicos, segundo legislacdo especifica (BRASIL, 2006b).

A PNPIC tem como objetivo, no ambito das Plantas Medicinais e Fitoterapia,
garantir & populacdo brasileira 0 acesso ao uso racional das plantas medicinais,
promovendo o uso da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e a
sustentabilidade da industria nacional. De acordo com a Politica, para tornar
disponiveis plantas medicinais e/ou fitoterdpicos nas unidades de saude, é
necessario complementar as Boas Praticas de cultivo, manipulacédo e fabricacéo
(BRASIL, 2006a).

2.2 A espécie boténica estudada

2.2.1 A familia Clusiaceae

A familia Clusiaceae ou Guttifferae (nomina conservandum), pertence a
ordem Theales, subclasse Dilleniidae, classe Magnoliopsida e divisdo
Magnoliophyta; composta por arvores, subarbustos e poucas ervas, constituida
aproximadamente por 38 géneros e 1100 espécies.

Sao plantas caracterizadas por possuirem folhas opostas ou alternas, sendo
elas simples, sem estipulas e com varias nervuras secundarias delgadas.
Raramente encontram-se flores solitarias. As inflorescéncias s&o vistosas,
compostas por flores geralmente assimétricas, contendo de 2 a 5 sépalas distintas e
4 ou 5 pétalas persistentes, andréginas ou unissexuadas. O androceu em geral &
constituido de muitos estames, filetes filiformes, espessados ou nulos e anteras
bitecas e rimosas. Os graos de pdlen produzidos possuem tamanho variado. O
ovario é supero, formado de 3 a 15 carpelos, com um a muitos 6vulos em cada
I6culo. Os frutos podem ser capsula, quando secos e baga ou drupa, quando
carnosos (CRONQUIST, 1981).

Na familia sdo encontradas, com grande frequiéncia, células secretoras de
compostos fenodlicos dispersas, geralmente produzindo proantocianidinas e

armazenando varios tipos de xantonas (CRONQUIST, 1981).
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2.2.2 O género Vismia

O género Vismia compreende 52 espécies, com ampla distribuicdo nas
Américas Central e Sul (EWAN, 1962). As antraquinonas sdo metabalitos tipicos que
constituem esse género (MIRAGLIA et al. 1981), e a ocorréncia de antraquinonas
preniladas € limitado apenas a trés géneros da familia Clusiaceae: Vismia,
Hurungana e Psorospermum (DELLE MONACHE, 1985). Ha ainda outros
componentes também encontrados nesse género, tais como varios triterpendides,
diantraquinonas, benzofenonas e lignanas (NAGEN e De OLIVEIRA, 1997).

Outro género com grande interesse farmacéutico pertencente a essa familia é
o Hypericum, de onde provém o Hypericum perforatum L, planta herbacea e perene,
naturalmente encontrada em regides temperadas da Europa, da Asia e da Africa,
tradicionalmente usada na medicina popular por sua acéo cicatrizante, diurética,
bactericida, analgésica e antiinflamatéria (ALAN e MULLER, 1998). Mais
recentemente, os extratos de H. perforatum tém sido utilizados nos tratamentos de
depressdes leves e moderadas e nos disturbios do sono (VITIELLO, 1999). Os
principais grupos de constituintes bioativos relacionados as propriedades medicinais
de H. perforatum incluem as naftodiantronas (hipericina e pseudohipericina), os
flavondides (rutina, quercetina, quercitrina, isoquercitrina e hiperosideo) e os
floroglucinadis (hiperforina e adhiperforina) (BOMBARDELLI e MORAZZONI, 1995).

2.2.3 A espécie Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

A Vismia guianensis (Aubl.) Choisy (Figura 1), espécie nativa da América do
Sul, pode ser encontrada na Colédmbia, Venezuela, Guiana e Brasil, mais
precisamente nas matas de vegetacao secundaria dos estados do Amazonas, Para,
Maranh&o, Bahia e Minas Gerais (EWAN, 1962). E conhecida popularmente como
lacre, arvore da febre, goma-lacre, pau-de-lacre ou lacre-branco. Arvore de pequeno
porte mede de 3 a 7 metros de altura, copa aberta e irregular, com ramos novos
ferrugineos-pubérulos, cujas folhas séo verdes na regido superior e amareladas na
regiao inferior (LORENZI e MATOS, 2002).
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A V. guianensis € uma espécie que fornece bonita madeira de cor vermelho-
palido com veias finas e claras, tecido fibroso, durabilidade regular, prépria para
construcdo civil, marcenaria de luxo e carpintaria. A casca é muito espessa e por
isso utilizada para a cobertura de casas (PIO CORREA, 1926).

Algumas espécies de Vismia tém importancia devido ao latex de cor amarelo-
alaranjada que exsudam ao realizar-se um corte em varias partes da planta. Esse
latex tem sido utilizado por algumas tribos do Amazonas para o tratamento de
feridas, herpes e infec¢des por fungos na pele (PASQUA et al. 1995). Do seu latex
ou “goma-resina” € preparada uma goma resinosa denominada “goma-guta
americana” utilizada em pintura e para a obtencao de esmalte de unhas (LORENZI e
MATOS, 2002), sendo também utilizada como purgativo (PIO CORREA, 1926).

Levantamentos realizados em diferentes municipios do Brasil, em particular
no estado do Para, relatam seu uso na medicina popular. Kerharo (1974, p. 485
apud BOTTA et al. 1986, p. 1217) destaca seu uso principalmente no tratamento de
dermatoses, apresentando-se como um potente laxativo (LORENZI e MATOS,
2002), além de suas folhas serem empregadas como ténico (MACFOY e SAMA,
1983), possuirem propriedades antipiréticas e anti-reumaticas (LORENZI e MATOS,
2002).

Figura 1 - Fotografia de um espécime de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy (Arquivo pessoal)
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2.2.3.1 Constituicdo quimica

Para a espécie em estudo, muitos metabdlitos secundarios ja foram
identificados na sua constituicdo: p-sitosterol, vismiona H (BOTTA et al. 1985),
quinonas (GONZALES et al. 1980; DELLE MONACHE et al. 1980), diantronas
(POLITI at al. 2004), antraquinonas (GROSSE et al. 1997; BILIA et al. 2000, POLITI
et al. 2004) e xantonas (BOTTA et al. 1986; BILIA et al. 2000). Seo e colaboradores
(2000) conseguiram isolar da fracao cloroférmica das raizes de V. guianensis cinco
benzofenonas denominadas de vismiaguianonas e duas benzocumarinas chamadas
de vismiaguianis.

A V. guianensis esta entre as espeécies vegetais como a Coffea arabica,
produtoras de componentes do metabolismo secundario que funcionam como um
mecanismo de defesa. Estudos comprovaram que esse metabolismo secundario
desempenha um impedimento de alimentacdo predominantemente acumulado nos
orgaos e tecidos que estdo mais expostos ao ataque e requer mais protecado como
as folhas e os frutos (HARBORNE et al. 1988).

Esse método de defesa pode ser produzido como resposta temporaria a
alguma injuria, a um ataque patogénico ou ainda estar constantemente presente em
diferentes concentracbes dependendo do estagio de desenvolvimento e do oOrgao
onde se encontra. Para a V. guianensis a estratégia de defesa envolve a producéo
de dois tipos de componentes fendlicos, que podem ser visualizados na Figura 2, a
vismiona (A) (DELLE MONACHE et al. 1979a, p. 301 apud DELLE MONACHE,
1980, p. 487) e a ferruginina (B) (DELLE MONACHE et al. 1979b, p. 2143 apud
DELLE MONACHE, 1980 p. 487). Monacelli e seus colaboradores (1997)
comprovaram que as folhas de V. guianensis no seu estagio primario de
desenvolvimento apresentavam 0,44% de vismiona e com o passar do tempo a
porcentagem nas folhas maduras diminuia para 0,20%, enquanto que a presenca de
ferruginina ndo foi detectada nas folhas, somente sendo acumulada no tecido
secundario dos galhos.

Poucos estudos foram realizados até entdo para extratos contendo as folhas
de V. guianensis, mas alguns metabdlitos secundarios ja4 foram isolados:
antraquinonas (GONZALES et al. 1980; POLITI et al. 2004) mistura de diantronas,
vismiona A, triterpenos como o lupeol (SANTOS et al. 2007), B-amirina, e B-sitosterol



35

(GONZALES et al. 1980), além de flavonéides, benzofenonas e xantonas (POLITI et
al. 2004).

Segundo Politi e colaboradores (2004) estdo presentes quatro classes de
metabolitos secundérios como componentes principais para as folhas da V.
guianensis: antraquinonas, flavondides, xantonas e benzofenonas, sendo a classe
das antraguinonas o composto que apresentou 0 maior nimero de componentes
encontrados, cujo esqueleto base dessa classe é a emodina: 1,3,8-trihidroxi-6-
metilantraquinona (Figura 2 - C).

0 OH OH

AcO OMe
A
OH O HO
H;C OH
0
C

Figura 2 - Compostos fendlicos: Vismiona (A) e Ferrunginina (B) e a antraquinona emodina (C)

2.2.3.2 Atividades biol6gicas comprovadas

Devido aos seus constituintes quimicos tanto o seu potencial anti-cancerigeno
guanto antimicrobiano vem sendo constantemente estudado e confirmado. A

vismiona A, um constituinte pertencente a essa espécie tém sido reportado como um



36

antineoplasico, apresentando forte atividade contra certos tumores, como o
carcinoma de ovario e melanocarcinoma B16 (CASSINELLI et al. 1986). As
benzofenonas e as benzocumarinas apresentaram uma moderada citotoxicidade
contra a linha celular KB (carcinoma epiderméide oral) (SEO et al. 2000).

Os estudos de Suffredini e colaboradores (2006) registram a ocorréncia de
atividade letal significante dos extratos vegetais de V. guianensis sobre células
tumorais humanas de mama (MCF-7). JA& os experimentos de Suffredini e seus
colaboradores no ano de 2007, revelaram que os extratos aquosos dos frutos e das
sementes dessa espécie demonstraram uma boa letalidade sobre uma linha de
células cancerigenas de adenocarcinoma de colon (KM-12).

Alvarez e seus colaboradores em um estudo recente (2008) detectaram a
presenca de compostos fendlicos nos frutos de V. guianensis capazes de exercer
uma potente atividade antioxidante. Um desses compostos fendlicos é a y-
hidroxiferrunginina A isolada do latex dessa espécie, capaz de inibir a topoisomerase
[l-a humana servindo como ponto de partida para o desenvolvimento de futuros
medicamentos antitumorais (LINS et al. 2007).

Os estudos de Santos e colaboradores (2007) utilizando o método de difuséao
em meio solido, confirmaram a acdo antimicrobiana da fracdo hexanica da casca e
dos extratos etanodlicos bruto da raiz e da casca da V. guianensis frente aos
seguintes microorganismos: Mycobacterium phlei, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli e Bacillus subitilis.

2.3 Métodos analiticos utilizados no desenvolvimento, avaliacdo e

caracterizacdo de medicamentos fitoterapicos

As andlises fisico-quimicas utilizadas para o controle de qualidade de um
medicamento fitoterapico juntamente com o controle do processo produtivo da planta
medicinal, buscam favorecer a obtencdo de um produto final padronizado com
garantias de seguranca e eficacia.

Atualmente novas metodologias analiticas visam substituir os atuais métodos
classicos, consumindo muito tempo e dinheiro, além de utilizarem grandes

guantidades dos extratos vegetais, proporcionando perda excessiva de material e
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utilizando grandes quantidades de solventes organicos e reagentes toxicos. Esses
métodos estdo sendo utilizados no desenvolvimento, avaliacdo e caracterizacdo da
matéria-prima e da formulacdo semi-solida. Dentre os mais comumente empregados
em varias industrias temos as andlises térmicas, a espectroscopia na regido do

infravermelho e ultravioleta e a cromatografia.

2.3.1 Andlise térmica

Analise térmica € um termo que abrange um grupo de técnicas nas quais uma
propriedade fisica ou quimica de uma substancia, ou de seus produtos de reacéao, €
monitorada em funcdo do tempo ou temperatura, enquanto a temperatura da
amostra, sob uma atmosfera especifica, € submetida a uma elevacéao controlada de
temperatura. Os métodos térmicos tém sido utilizados na avaliagdo da cinética de
reacao, estabilidade e decomposicéo, sendo que os métodos mais empregados sao:
Termogravimetria (TG), Andlise Térmica Diferencial (DTA) e Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC) (PORTILLA, 2003).

A TG é uma técnica na qual a mudanca da massa de uma substancia é
medida em funcdo da temperatura enquanto esta € submetida a uma programacao
especifica. Comumente é empregada nos estudos da cinética das reacles
envolvendo espécies volateis, nos estudos da desidratacdo e da higrocospicidade,
reacdes no estado sélido que liberam produtos volateis, além da determinacdo da
umidade, volatilidade e composicdo de cinzas (RODRIGUES e MARCHETTO,
2002).

A DTA é uma técnica na qual a diferenca de temperatura entre uma
substancia e um material de referéncia € medida em funcdo da temperatura
enquanto a amostra e o material de referéncia sdo submetidos a mesma
programacao de aquecimento monitorada por sensores de temperatura. Mudancas
na amostra tais como fuséo, solidificacéo e cristalizacdo sdo entdo registradas sob a
forma de picos em graficos, sendo a variacdo na capacidade calorifica da amostra
registrada como um deslocamento da linha base. Seu uso principal é detectar a
temperatura inicial dos processos térmicos e qualitativamente caracteriza-los como
endotérmicos e exotérmicos (RODRIGUES e MARCHETTO, 2002).
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O DSC foi desenvolvido com o intuito de evitar as dificuldades encontradas no
DTA ou compenséa-las, criando um equipamento capaz de quantificar a energia
envolvida nas reacdes de entalpia. Os processos fisicos comumente estudados por
DSC séo os que envolvem troca de calor como transi¢éo vitrea (troca de linha de
base), cristalizacdo (transicdo exotérmica) e fusdo (transicdo endotérmica)
(RODRIGUES e MARCHETTO, 2002).

Os fatores que podem influenciar nos resultados desses métodos
termoanaliticos podem ser classificados em dois grupos: os fatores instrumentais
(taxa de aquecimento, atmosfera e geometria do forno e porta da amostra) e as
caracteristicas da amostra (quantidade, solubilidade dos gases na amostra, tamanho
da particula, natureza da amostra e condutividade térmica) (MATOS, 2007).

2.3.2 Espectroscopia nas regides do infravermelho e ultravioleta

A radiacao infravermelha corresponde aproximadamente a parte do espectro
eletromagnético situada entre as regides do visivel e das microondas. A porcdo de
maior utilidade para a quimica organica esta situada entre 4000 cm™ e 400 cm™
faixa que se converte, quando absorvida por uma molécula organica, em energia de
vibracdo molecular. O processo é quantizado, como uma série de bandas, pois cada
mudanca de nivel de energia vibracional corresponde a uma série de mudancas de
niveis de energia rotacional. (SILVERSTEIN et al. 2007).

E possivel obter espectros de gases, liquidos e solidos no infravermelho. Os
liquidos podem ser examinados no seu estado puro ou em solugéo, onde o solvente
deve ser razoavelmente transparente na regido de interesse para nao interferir no
resultado e liquidos volateis sdo examinados em células fechadas com espacadores
muito finos. Amostras solidas sdo examinadas na forma de p6é em suspensao, de
disco prensado (KBr, ZnSe, etc.) ou de filme vitreo depositado sobre uma placa
transparente (SILVERSTEIN et al. 2007).

O espectro no infravermelho de um composto quimico € considerado uma de
suas propriedades fisico-quimicas mais caracteristicas e, por conta disto, a
espectroscopia na regido do infravermelho tem extensa aplicacéo na identificacao de
compostos (SILVERSTEIN et al. 2007).
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Outro tipo de espectroscopia é a realizada na regido do ultravioleta (UV)
envolvendo a espectroscopia de fétons, portanto chamada de espectrofotometria.
Utilizando uma faixa compreendida entre 200 a 400 nm nessa faixa de energia as
moléculas sofrem transi¢Bes eletrénicas de orbitais moleculares (SILVERSTEIN et
al. 2007)

A espectrofotometria na regido do UV € um dos métodos analiticos mais
usados nas determinacBes analiticas em diversas areas, sendo aplicada para
determinacdes de compostos organicos e inorganicos, como, por exemplo, na
identificacdo do principio ativo de farmacos. A espectroscopia de absorcéo
molecular € valiosa para a identificacdo dos grupos funcionais na molécula. Mais
importante, entretanto, sdo as aplicagcbes da espectroscopia de absor¢cdo no
ultravioleta para a determinacdo quantitativa de compostos contendo grupos
croméforos (VINADE e VINADE, 2005)

A espectrofotometria na regido UV do espectro eletromagnético € uma das
técnicas analiticas mais empregadas em funcdo de robustez, custo relativamente
baixo e grande numero de aplicacbes desenvolvidas. E fundamentada na lei de
Lambert-Beer, que é a base matematica para medidas de absorcao de radiacao por
amostras no estado sdlido, liquido ou gasoso, nas regides ultravioleta, visivel e
infravermelho do espectro eletromagnético (PERKAMPUS, 1992).

O presente trabalho baseia-se na determinacéo de parametros de controle de
gualidade de fitoterapico, sendo este constituido por uma mistura complexa de
componentes e devido as limitacbes de sensibilidade dessa metodologia com
deteccdo espectrofotométrica, frequentemente é necessario recorrer a etapas
preliminares para separacdo e concentracdo dos elementos desejados, com
consequente aumento de sensibilidade. Dentre essas técnicas, pode-se citar a
extracdo liquido-liquido, precipitacdo e extracdo sodlido-liquido (CHENG e BRAY,
1955).

2.3.3 Cromatografia

7

A cromatografia € um método fisico-quimico que permite a separacdo de

misturas de substadncias em seus componentes individuais, possibilitando a
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obtencdo de informagfes quantitativas e qualitativas. Estd fundamentada na
migracao diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a
diferentes interagfBes, entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase
estacionaria. Diversas sdo as técnicas de cromatografia que podem ser utilizadas,
entre as principais esta a cromatografia em camada delgada (CCD).

A CCD é uma técnica amplamente utilizada para fins de analise, tanto de
extratos vegetais brutos quanto para avaliar o resultado de um processo de
separacdo. Consiste na separacdo dos componentes através da migracao
diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre uma superficie
plana (LOPES, 2006). E dtil para se avaliar o perfil cromatografico de um
determinado extrato obtido a partir de uma espécie vegetal ou de extratos medicinais
para substancias farmacologicamente ativas, antes de uma analise mais detalhada
por técnicas instrumentais tais como a cromatografia de coluna (RIJKE et al. 2006)

O parametro mais importante a ser destacado dentro dessa técnica é o fator
de retencéo (Rf), razdo entre a distancia percorrida pela substancia em questao e a
distancia percorrida pela fase movel, sobre a fase estacionaria. Mesmo os valores
de Rf sendo influenciados por diversos fatores, tais como temperatura, umidade
ambiental, tamanho da placa, saturacdo da cuba cromatografica e quantidade de
amostra aplicada (LINDEN et al. 2007) esse fator de retardamento serve para
identificacdo de uma possivel substancia separada ao ser comparada ao seu padrao
de referéncia.

Tratando-se de um sistema cromatografico mais qualificado temos a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), capaz de separar misturas que
contém um grande numero de compostos similares e realizar determinacfes
guantitativas de uma grande variedade de compostos presentes em diversos tipos
de amostras, em escalas de tempo de poucos minutos, com alta resolucéo,
eficiéncia e detectabilidade (JARDIM, 2006).

A cromatografia liquida € uma técnica moderna na qual se utilizam todos os
tipos de cromatografia: adsorcéo, troca idnica e filtracdo molecular. Sua vantagem
estd na possibilidade de se utilizar microparticulas, aumentando a eficiéncia da
separacado, possui capacidade de separacdo elevada e separacbes a temperatura
ambiente, ndo se limitando a volatilidade ou estabilidade térmica das substancias,

além da rapidez e reprodutibilidade das analises, as amostras ndo sdo destruidas
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pelo detector e podem ser coletadas e utilizadas puras (separacdes em escala
preparativa) (SHARAPIN, 2000)

Na CLAE pequenas quantidades da amostra sé&o injetadas em uma coluna
fechada reaproveitavel, com recheios de alta resolucdo. Essas colunas sdo muito
eficazes, mas oferecem uma grande resisténcia a vazao da fase movel, por isso faz-
se necessario empregar uma bomba de alta pressédo que faz com que a fase mével
migre a uma velocidade razoavel através da coluna. Ao final dessa coluna podem
existir varios tipos de detectores, proporcionando um registro continuo da
composicao do efluente, o que permite obter um cromatograma que se pode utilizar

para identificar e/ou quantificar os componentes da amostra (JARDIM, 2006).

2.4 A administragéo de farmacos na pele

2.4.1 A pele

A pele é um dos maiores orgaos do corpo humano, pesando em um adulto,
por volta de 4 kg, cobrindo uma superficie de cerca de 2 m: e recebendo
aproximadamente . e« da circulagdo sanguinea do corpo. Com a espessura de
apenas alguns milimetros (2,97 £ 0,28 mm), a pele separa a rede de circulacéo
sanguinea e os demais 6rgaos do corpo do ambiente externo, ajudando a manter a
temperatura corporal, evitando a perda excessiva de agua pelo corpo, além de
proteger o individuo contra a entrada de agentes quimicos e ambientais danosos,
particularmente infecciosos (bactérias e virus), impurezas e radiacdo solar,
possuindo também funcées metabdlicas, imunoldgicas e tateis (CHIEN, 1992).

A pele apresenta-se constituida por uma porcdo epitelial de origem
ectodérmica, a epiderme, e uma porcao conjuntiva de origem mesodérmica, a derme
(Figura 3). O limite entre a epiderme e a derme ndo € regular, apresentando
saliéncias e reentrancias das duas camadas que imbricam e se ajustam entre si.
Abaixo e em continuidade com a derme esta a hipoderme, que, embora tenha a
mesma origem da derme, néo faz parte da pele (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Este tecido subcutaneo funciona como uma reserva de gordura, com propriedades
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isolantes e protetoras; ndo possui um papel na penetracdo cutdnea de farmacos
porque se situa abaixo do sistema vascular (SINGH et al. 2001).

A derme é formada por uma rede de fibras de colageno de uma espessura
aproximadamente uniforme, que sdo responsaveis pelas propriedades elasticas da
pele. A camada superior da derme é formada por papilas que se projetam em
direcdo a epiderme e que contém vasos sanguineos e linfaticos, as terminacfes
nervosas e 0s apéndices cutaneos, como foliculos pilosos, glandulas sebaceas e
sudoriparas (Figura 3) (CHIEN, 1992).

A epiderme pode ser dividida em duas partes: epiderme viavel, parte mais
interna na qual as células se proliferam, sofrem alteracdes e ddo origem as células
mortas do estrato cérneo. O estrato corneo € a parte mais superficial, de grande
importancia para os estudos de penetracdo cutanea (PIROT et al. 1998; KUMAR e
PHILIP, 2007). O estrato corneo é formado por uma estrutura bifasica de lipidio-
proteina e tem aproximadamente de 10 a 20 um de espessura (PIROT et al. 1998),
sendo composto por células anucleadas (cornedcitos) dispersas em uma matriz rica
em lipidios ndo polares. Essa matriz é constituida principalmente por ceramidas
(18%), acidos graxos livres (19%), esteroides (14%) e triacilglicerois (25%). O estrato
cérneo requer no minimo 10% de umidade para que sua flexibilidade seja mantida, e
a camada de lipidios intercelulares € a responsavel direta por evitar a perda de agua
transcutanea (FARTASCH, 1997). Assim, pela sua estrutura e composic¢ao, o estrato

corneo é a principal barreira limitante a difusdo percutanea de farmacos.
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Figura 3 - Estrutura da pele, suas camadas e anexos
Fonte: <http://www.afh.bio.br/sentidos/img/sentidos%20pele.jpg>
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Um farmaco pode atravessar o estrato cérneo através de trés diferentes vias
(Figura 4). Séo elas: via intercelular: o farmaco difunde-se ao redor dos cornedcitos,
permanecendo constantemente dentro da matriz lipidica; via transcelular: o farmaco
passa diretamente através dos cornedcitos e da matriz lipidica intercelular
intermediaria; via apéndices: rota paralela, na qual os farmacos podem ser

absorvidos pelo foliculo piloso, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas.

Via transcelular Via intercelular

Menbrana
Plasmatica

itoplasma
Celular Agua Ceramida

iiii(lg

—— {1
N 4 / 9} \\QQ\

Espaco Aaqua
Queratina Intercelular  Lipidio 9 Acido Graxo

Colesterol

Figura 4 - Esquema representativo das vias de permeacgéo do farmaco através do estrato cérneo via
transcelular e via intercelular (MARTINS e VEIGA, 2002)

2.4.2 FormulacBes semi-sélidas de uso tépico

Com o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico e com o crescimento do uso
dos produtos fitoterapicos, novas pesquisas tém sido desenvolvidas no intuito de
desenvolver novas formas farmacéuticas dentro da fitoterapia. Dentre estas formas
pesquisadas estdo as de uso externo aplicadas na pele, que vém tendo uma boa
aceitacdo por parte dos pacientes, aumentando a adesdo aos tratamentos. As
pesquisas desenvolvidas tém procurado melhorar a absor¢cdo dos fitoterdpicos

utilizando facilitadores de permeacado cutanea. As vantagens do uso de fitoterapicos
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aplicados na pele sao véarias. Ha menor irritacdo e toxicidade sistémica; ha protecéo
contra a acidez do pH do estdbmago em relagcdo aos farmacos sensiveis; evita 0
efeito de primeira passagem e possiveis interagfes dos farmacos com alimentos e
com a microbiota intestinal; permitindo o controle de absor¢cdo e possibilidades de
aplicacéo em diferentes locais (FERREIRA, 2000).

Os medicamentos tOpicos apresentam trés funcdes principais, fornecer
hidratacdo a pele, proteger feridas abertas do ambiente, permitir o rejuvenescimento
da pele e ainda fornecer um meio especifico para um efeito local ou sistémico. A
formulacdo deve levar em consideragéo o fluxo e a retencdo da droga sobre a pele,
sua capacidade de reservatério, sua estética e aceitabilidade pelo usuario (ALLEN
JUNIOR, 2003).

Quando o teor de agua da pele cai menos de cerca de 10%, o estrato corneo
se torna fragil e facilmente quebradico, isso resulta em irritantes e bactérias sendo
capazes de penetrar mais facilmente, causando possiveis dermatoses: termo
inespecifico utilizado para qualquer anormalidade ou erupc¢do cutanea incluindo
inimeros transtornos, ou seja, uma desordem na pele. O tratamento vai depender
do problema especifico e da parte da pele envolvida, incluindo anti-inflamatérios,
antibioticos, antifingicos, corticosterdides, anestésicos e outros (ALLEN JUNIOR,
2003)

Normalmente as formulagbes dermatoldgicas, sdo preparacdes semi-soélidas
incluindo pomadas, cremes, locdes, pastas e géis. Os géis sao os mais utilizados
devido possuirem clareza e brilho, sdo lavaveis com agua e quando expostos a
elevadas temperaturas mantém a sua viscosidade e caracteristicas (ALLEN
JUNIOR, 1997)

Particularmente utilizam-se os géis hidrofilicos como base dermatoldgica, pois
apresentam facil espalhamento, ndo sdo gordurosos e podem veicular principios
ativos hidrossoluveis, lipossoluveis (em associacdo com agentes solubilizantes) e
lipossomas. Existe uma ampla variedade de matérias-primas disponiveis para a
preparacdo de géis e a selecdo adequada para o desenvolvimento destas
formulacdes, baseia-se nos requisitos necessarios para a estabilidade, liberacdo e
eficacia do ativo que eventualmente sera incorporado na preparacao. Varios
polimeros de origem natural, semi-sintética e sintética vém sendo usados nas
formulacdes de géis de aplicacdo cosmética e/ou farmacéutica, podendo apresentar

natureza ibnica ou nao-idnica. Os géis de natureza nao-ibnica possuem estabilidade
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em ampla faixa de pH, sendo possivel a veiculagdo de substancias de carater acido
(ZANGUE, 2008).

2.4.3 Terapia antimicrobiana para uso tépico

Os medicamentos antimicrobianos representam um dos principais avancos da
farmacoterapia nas Udltimas décadas dentro da terapéutica medicamentosa. Os
termos antibidtico e antimicrobiano sdo considerados como sinonimia, designando
assim toda substancia oriunda de seres vivos, microrganismos ou vegetais, como
também aquelas sintetizadas em laboratorio com a capacidade de em pequenas
concentragcOes apresentarem atividade letal ou inibitoria contra espécies microbianas
e prevenir o desenvolvimento de microrganismos resistentes (AMATO NETO et al.
1994).

Embora as industrias quimicas e farmacéuticas tenham produzido uma
grande diversidade de antimicrobianos que agem sobre diversos microrganismos
patogénicos, estudos buscam por um antimicrobiano ideal, que apresente maior
espectro de acdo, menor toxicidade, menor custo e menor indicio de resisténcia
bacteriana (PAZHANI, 2004). Pesquisas voltadas a avaliacdo de produtos naturais
como terapéuticos principalmente com atividade antimicrobiana estdo sendo
estimulados no intuito de criar novas drogas, utilizando principalmente plantas da
medicina popular, priorizando a biodiversidade nacional.

A terapia antimicrobiana tdpica apresenta varias vantagens potenciais sobre a
administracdo oral ou parenteral de antimicrobianos: facilidade de administracéo,
reducdo potencial de reacfes adversas sistémicas, maior probabilidade de adesao
ao tratamento, rapida liberacdo de adequadas concentracdes no sitio de infeccao e
um menor custo (dependendo do agente utilizado). Quando administrados na pele,
0s antimicrobianos primeiramente atingem o o6rgdo-alvo em concentracdes
decrescentes da superficie da pele para o tecido subcutaneo, depois sao
distribuidos pelo organismo em quantidades variaveis e, finalmente, eliminados.

Depois da aplicacdo de pequenas quantidades do produto diretamente no sitio da
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lesdo, alcancam altos niveis locais que seriam tOxicos se provenientes de
administracao sistémica (WANNMACHER, 2006).

2.5 Avaliagcao da estabilidade de formula¢cdes semi-sélidas

2.5.1 Avaliacgédo preliminar da estabilidade

Segundo a Monografia da “International Federation of Societies of Cosmetic
Chemists” IFSCC (1992) o estudo da estabilidade € considerado um procedimento
preditivo, baseado em dados obtidos de produtos armazenados em condi¢cdes que
visam acelerar alteracdes passiveis de ocorrer nas condi¢cdes de mercado. Como em
todo procedimento preditivo os resultados ndo séo absolutos, mas tém probabilidade
de sucesso.

O estudo de estabilidade fornece indicagcdes sobre o comportamento do
produto, em determinado intervalo de tempo, frente a condi¢ées ambientais a que
possa ser submetido, desde a fabricacdo até o término da validade. Pelo perfil de
estabilidade de um produto é possivel avaliar seu desempenho, seguranca e
eficacia, além de sua aceitacdo pelo consumidor. O estudo da estabilidade de
produtos cosméticos pode contribuir para: orientar o desenvolvimento da formulacéo
e do material de acondicionamento adequado; fornecer subsidios para o
aperfeicoamento das formulacdes; estimar o prazo de validade e fornecer
informacfBes para a sua confirmacédo; auxiliar no monitoramento da estabilidade
organoléptica, fisico-quimica e microbiologica (ANVISA, 2004).

No entanto, cada componente presente na formulacéo, ativo ou ndo, pode
afetar a estabilidade de um produto. Variaveis relacionadas a formulacdo, ao
processo de fabricacdo, ao material de acondicionamento e as condicfes ambientais
e de transporte podem influenciar na estabilidade do produto, como os fatores
externos aos quais o produto estd exposto: tempo, temperatura, luz e oxigénio,
umidade, material de acondicionamento, microorganismos e vibracdo, assim como

os fatores relacionados a prépria natureza das formulacfes e sobretudo a interacéo
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de seus ingredientes entre si e ou com o material de acondicionamento resultando

em incompatibilidades de natureza fisica ou quimica (ANVISA, 2004).

2.5.1.1 Testes de estabilidade

Os testes de estabilidade devem ser realizados durante o desenvolvimento de
novas formulacdes e de lotes-piloto de laboratério e de fabrica, quando ocorrerem
mudancas significativas no processo de fabricacdo, para validar novos
equipamentos ou processo produtivo, quando houver mudancas significativas nas
matérias-primas do produto e quando ocorrer mudanca significativa no material de
acondicionamento que entram em contato com o produto. Para isso as amostras
devem ser armazenadas em condicbes que acelerem mudancas passiveis de
ocorrer durante o prazo de validade. Devendo-se estar atento para essas condi¢des
nao serem tao extremas que, em vez de acelerarem o envelhecimento, provoquem
alteracdes que nao ocorreriam no mercado (ANVISA, 2004).

A sequéncia sugerida de estudos seriam os testes: preliminares, acelerados e
de prateleira. No presente trabalho a avaliacdo da formulacdo semi-sélida
fitoterapica proposta contara apenas com o0s testes de estabilidade preliminar,
também conhecido como Teste de Triagem, Estabilidade Acelerada ou de Curto
Prazo, tendo como obijetivo auxiliar e orientar a escolha das formulacgdes.

Inicialmente o produto sera submetido ao teste de centrifugacédo tendo que
permanecer estavel e qualquer sinal de instabilidade indicara a necessidade de
reformulacéo. Se aprovado nesse teste, o produto pode ser submetido aos testes de
estabilidade: estresse térmico e determinacdo do valor de pH, além de se avaliar as

suas caracteristicas organolépticas (cor, odor e aspecto).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Contribuir para a elaboracdo e desenvolvimento de formulacao fitoterapica
semi-solida contendo a tintura padronizada de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy.

3.2 Objetivos especificos

= Analisar anatomicamente o limbo foliar de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy.

= Caracterizar as propriedades fisicas e fisico-quimicas da matéria-prima
vegetal (po).

= Caracterizar as propriedades quimicas e fisico-quimicas do produto
intermediario (tintura).

= Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato seco da tintura de Vismia
guianensis (Aubl.) Choisy.

= Analisar quantitativamente o marcador na tintura de Vismia guianensis (Aubl.)
Choisy.

= Desenvolver e validar o método de quantificacdo por espectrofotometria na
regiao do ultravioleta.

= Planejar a formulacdo antimicrobiana fitoterapica contendo a tintura
padronizada das folhas de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy.

= Avaliar preliminarmente a estabilidade da formulacdo antimicrobiana
fitoterapica contendo a tintura padronizada das folhas de Vismia guianensis
(Aubl.) Choisy.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Matéria-prima vegetal

- Nome cientifico: Vismia guianensis (Aubl.) Choisy.

- Familia botanica: Clusiaceae.

- Tribo: Vismieae.

- Género: Vismia.

- Nome popular: lacre, arvore da febre, goma-lacre, pau-de-lacre ou lacre-
branco.

-Parte usada: folhas.

4.1.2 Reagentes e solucdes

Acetato de etila, acetonitrila, acido cloridrico (HCI) 5%, agua destilada, agua
oxigenada, agua ultra-pura, alcool etilico absoluto 99,8 P.A, azul de toluidina 1%,
cloroformio, dimetil sulféxido , éter etilico, fosfato de sodio 0,1M, glutaraldeido 2,5%,
hidroxietilmetacrilato, n-hexano, metanol, metilparabeno, hidroxietilcelulose,
propilenoglicol, reativo de Pascova, reativo de Fehling A e B, reativo de Bouchard,
reativo de Dragendorff, reativo de Mayer, reativo de Bertrand e reativo de Kede,
solucdo de HCI 6N, solucdo de NH,OH (6N), solucdo metandlica de hidroxido de

potassio 10%, solucéo de cloreto férrico e tolueno.
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4.1.3 Equipamentos

Micrétomo de rotacao (Jung); fotomicroscopio modelo XSZ-150Ai (Medlux);
Estufa termoestatizada Quimis Q-314M222; estufa modelo S805T (BIOPAR); moinho
de facas; agitador eletromagnético para peneiras (Bertel); balanca analitica modelo
BK 500 (GEHAKA); forno mufla modelo 3551 (ENGRO); alcobmetro de Gay Lussac;
potencibmetro modelo pHS3B (pHTek); evaporador rotativo com banho-maria
modelo 802 série 72025 (Fisatom), bomba de vacuo modelo TE-058; banho de ultra-
som Ultrasonic Cleaner modelo 1450 Unigue (MaxiClean), balanca analitica
FA2104N (Bioprecisa); camara de luz ultravioleta 254-365 nm; cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia com arranjo de diodos modelo L-7455 LaCrhom (Merck Hitachi);
liofilizador modelo MicroMicroModulyo/115 série 1K470021-1B freqiéncia 60 Hz 20
A° acoplado a bomba de vacuo modelo VLP-200 e ao filtro de 6leo VPOF-110
(Thermo Savent); analisador térmico modelo DTG-60 e DSC-60 (Shimadzu);
espectrometro de infravermelho IR100 spectrometer (Thermo electro corporation),
centrifuga clinica angular fixo com capacidade 12 x 16 e tacOmetro e timer de
velocidade (HT); potenciometro pH21 pH/mV meter (HANNA); espectrofotdmetro:
Spectrum UV-VIS spectrophotometer (SP-2000UV).

4.2 Métodos

As analises descritas a seguir foram realizadas nos laboratérios de Pesquisa
e Desenvolvimento (P&D) farmacotécnico, Bromatologia, Fitoquimica Controle de
gualidade e Microbiologia da Faculdade de Farmacia. A andlise morfoanatémica das
folhas foi realizada no laboratério de Botanica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas. A
analise térmica e o IV foram realizados no laboratério de Catalise e Oleoquimica do
Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais (ICEN), todos da Universidade Federal do

Para.
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4.2.1 Obtengéo do material vegetal

O material vegetal foi adquirido junto a associacao dos vendedores de ervas
do mercado do Ver-o-Peso (Ver-as-Ervas), procedente da regido metropolitana de
Belém-PA, distrito de Icoaraci (latitude 1° 17’ 46” S e longitude 48° 27’ 58.02" O)

coletado ao final do més de marco de 2008

4.2.2 ldentificag&o botanica do material vegetal

A identificacdo da espécie foi realizada pelo Professor Dr. Mario Augusto G.
Jardim botanico do Museu Paraense Emilio Goeldi. Uma exsicata encontra-se
depositada no herbario desse museu, sob o numero de registro MG: 2500133
(Figura 5).

Figura 5 - Exsicata de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy, com registro MG:2500133 (Arquivo pessoal)
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4.2.3 Caracterizagdo da anatomia vegetal das folhas de Vismia guianensis (Aubl.)

Choisy

A anadlise das caracteristicas estruturais das folhas de V. guianensis foi
realizada com observagdes no material in vivo e no material fixado. As imagens das
caracteristicas macroscopicas das estruturas, in vivo, foram realizadas utilizando-se
camera fotografica digital. Para imagens de algumas estruturas do material in vivo,
usou-se microscopio estereoscépico, acoplado a equipamento fotogréfico.

Os estudos microscépicos foram realizados com o material fixado em
glutaraldeido 2,5%, em tampao fosfato de so6dio 0,1 M (pH 7,2). Posteriormente
houve a desidratacdo do material em série gradual etilica crescente para infiltracao
em hidroxietilmetacrilato (Jung’s Historesin). As sec¢cbes de 8 pum de espessura
foram feitas em micrétomo de rotagcéo para a confeccédo das laminas permanentes.

O material foi corado com azul de toluidina 1%, observado em microscopio éptico.

4.2 .4 Processamento da amostra

As folhas frescas foram separadas manualmente, retirando-se as que se
apresentavam deterioradas, manchadas e com sinal de ataque por insetos ou
fungos. Em seguida foram lavadas com alcool 70 °GL, para a retirada das sujidades,
e postas na bancada para secar a temperatura ambiente por quatro dias
consecutivos. Apés esse periodo, levaram-se as mesmas para secar em estufa de ar
circulante, a uma temperatura de 40 £+ 2 °C. Apoés a retirada das folhas ja secas da
estufa, estas foram entdo trituradas em moinho de facas inoxidavel e o produto

obtido desta etapa foi o pé.
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4.3 Caracterizacdo fisica e fisico-quimica do p6é das folhas de Vismia
guianensis (Aubl.) Choisy (FARMACOPEIA BRASILEIRA 4 Ed., 1988)

4.3.1. Determinacao da distribuicdo granulométrica

Aproximadamente 5 g do p6 foram submetidos a uma série de tamises com
abertura de malha (1700, 710, 355, 250, 180 e 125 pm) usando-se um vibrador de
tamises, durante 20 minutos. O tamanho das particulas foi analisado em triplicata e
avaliado pela quantificacdo percentual de retencdo do p6é em cada tamis.

4.3.2. Determinacédo da perda por dessecacao

Exatamente 1 g do po foi transferido para pesa-filtro previamente dessecado e
tarado. A amostra foi submetida a aguecimento em estufa a 105 °C durante 2 horas
seguidas de resfriamento em dessecador e pesagem. A operacao foi repetida até
obtencao de peso constante. Os resultados de trés determinacdes foram avaliados
em termos de porcentagem ponderal sobre a quantidade da amostra, utilizando a

equacéao 1:

% perda = Pu—Ps x 100 (1)
Pa
Pa = peso da amostra (g)
Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacao (g)

Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra apés a dessecacao(g)
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4.3.3 Determinacgao do teor de cinzas totais

Exatamente 3 g do p6 foram transferidos a cadinhos de porcelana
previamente calcinados, resfriados e pesados. As amostras foram carbonizadas em
mufla e incineradas a 450 °C por 2 horas. Apés resfriamento em dessecador, as
mesmas foram pesadas em balanca analitica, repetindo-se o procedimento até a
obtencdo de peso constante. A porcentagem de cinzas, obtidas em triplicata, foi

calculada em relacdo a droga seca.

4.3.4 Obtencéao do perfil térmico (SILVA JUNIOR, 2006a)

4.3.4.1 Termogravimetria

A caracterizacdo termoanalitica através da curva TG foi realizada em uma
termobalanca, utilizando cadinhos de platina contendo aproximadamente 8 mg de
massa da amostra, sob atmosfera dinamica de nitrogénio (25 mL/min) e razdo de

aquecimento de 5 °C/min na faixa de temperatura de 25 °C a 600 °C.

4.3.4.2 Andlise térmica diferencial

A caracterizacdo termoanalitica através da curva DTA foi realizada em uma
termobalanca, utilizando cadinhos de platina contendo aproximadamente 8 mg de
massa da amostra, sob atmosfera dinamica de nitrogénio (25 mL/min) e razdo de

aquecimento de 5 °C/min na faixa de temperatura de 25 °C a 600 °C.
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4.3.4.3 Calorimetria exploratéria diferencial

Para a caracterizacdo termoanalitica a curva DSC foi obtida em um cadinho
de platina contendo aproximadamente 8 mg de massa da amostra, sob atmosfera
dindmica de nitrogénio (25 mL/min) e raz&o de aquecimento de 5 °C/min na faixa de

temperatura de 25 °C a 600 °C, com auxilio de um analisador térmico.

4.3.5 Obtencdo do perfil espectroscépico na regido do infravermelho (SILVA
JUNIOR, 20064a)

Para a obtencéo do perfil espectroscépico na regido do IV da amostra de V.
guianensis as bandas de absorcéo foram obtidas utilizando-se um espectrometro de
IV. As leituras foram realizadas no comprimento de onda na faixa de 500 a 4000 cm*
(nimero de onda). Onde quantidades apropriadas da droga vegetal foram

comprimidas com Seleneto de zinco (ZnSe).

4.4 Obtencao e caracterizagcdo quimica e fisico-quimica da tintura do po6 das

folhas de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

4.4.1 Obtencao da tintura hidroalcoolica (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1 Ed., 1926)

Exatamente 500 g do p6 das folhas de V. guianensis permaneceram em
maceracao durante uma semana em 2500 mL de alcool 70 °GL em um recipiente de
aco inoxidavel e fechado ao abrigo da luz e a temperatura ambiente, o qual era
agitado frequentemente. Apds o término da extracdo efetuou-se a filtracdo do
macerado. A tintura foi armazenada em frascos escuros, tipo ambar e mantidos sob

refrigeracao.



58

4.4.2 Caracterizacdo fisico-quimica da tintura hidroalcéolica (FARMACOPEIA
BRASILEIRA 4 Ed., 1988)

4.4.2.1 Determinagao da densidade aparente

Um picndmetro com capacidade para 5 mL, previamente tarado, foi
preenchido com o liquido padrdo (agua recém-destilada e fervida) e pesado. Em
seguida o picnémetro foi preenchido com 5 mL da amostra (tintura) e pesado. A
relacdo em triplicata entre o peso da amostra e do padrao, em um volume fixo a
temperatura de 20 °C, forneceu o valor da densidade relativa da tintura de V.

guianensis.

4.4.2.2 Determinacéo do pH

A determinacéo do pH foi realizada em potenciémetro previamente calibrado
com solucdes tampao pH 4,0 e 7,0 e os resultados correspondem a média de trés

determinacoes.

4.4.2.3 Determinacéo do teor de solidos

Cerca de 1 g da tintura em solucéo foi pesado e transferido para pesa-filtro
previamente tarado nas condicfes empregadas durante a andlise propriamente dita.
Posteriormente, o material foi levado a secura em placa aquecedora e dessecado
em estufa sob temperatura 105 °C por duas horas. Apos este periodo, o pesa-filtro
foi resfriado em dessecador e pesado em balanca analitica. O teor de sélidos foi

calculado em relacdo a 100 g de tintura seca, pela média de trés determinacdes.
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4.4.3 Preparagao do extrato seco da tintura e suas fragoes

Transferiu-se 150 mL da tintura a um baldo de fundo redondo (250 mL) e
concentrou-se em evaporador rotativo a baixa pressao. Ao final da evaporacao do
alcool, colocou-se cerca de 40 mL de alcool butilico para a evaporacdo da agua
remanescente no baldo. Apds concentracdo do extrato, calculou-se o0 seu
rendimento.

Um grama do extrato seco foi submetido a particdo solido-liquido com 5
aliquotas de 10 mL de cloroférmio, em seguida esse volume foi filtrado em papel
de filtro e reservado em baldo de fundo redondo; a extracéo foi finalizada com a
obtencdo de uma solucéo clara e limpida. ApGs a obtencédo da fracao cloroférmica,
esse mesmo procedimento foi realizado para mais dois solventes acetato de etila e
metanol, respectivamente para obtencdo das fracfes acetato de etila e metandlica.

Todas essas fracGes foram concentradas em evaporador rotativo.

4.4.4 Prospeccao quimica da tintura (BARBOSA, 2001)

A prospeccao quimica da tintura foi direcionada para verificar a presenca de
constituintes quimicos naturais, tais como: acidos organicos, acgucares redutores,
alcal6ides, aminoéacidos, antraquinonas, catequinas, depsideos, depsidonas,
derivados da cumarina, esteroéides, fenadis, flavonéides (antocianinas, antocianidinas,
auronas, catequinas (taninos catéquicos), chalconas, flavonas, flavanonas, flavonais,
flavanondis, leucoantocianidinas, xantonas), glicosideos cardiacos, polissacarideos,
proteinas, purinas, saponinas, sesquiterpenolactonas e outras lactonas, taninos e
triterpendides.

As analises foram realizadas em triplicata, na concentracao de 5 mg/mL.
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Saponinas espumidicas

Foram dissolvidos 25 mg do extrato seco em 5 mL de agua destilada. Em
seguida, diluidos para 15 mL e agitado vigorosamente durante 2 min em tubo
fechado. A camada de espuma permanecendo estavel por mais de 30 min.,
resultado considerado positivo.

AcUcares redutores

Foram dissolvidos 25 mg do extrato seco em 5 mL de agua destilada e
filtrados. Adicionou-se 2 mL do reativo de Fehling A e 2 mL do reativo de Fehling B.
Aqueceu-se em banho de agua em ebulicdo durante 5 minutos. Se houver o
aparecimento de um precipitado vermelho tijolo, resultado considerado positivo.

Polissacarideos

Foram dissolvidos 25 mg do extrato seco 5 mL de agua destilada e filtrados.
Adicionou-se |l gotas de lugol. O aparecimento de coloracdo azul, resultado

considerado positivo.

Proteinas e aminoacidos

Foram dissolvidos 15 mg do extrato seco em 3 mL de agua destilada e
filtrada. Adicionou-se 0,5 mL de solucdo aquosa de Nihidrina a 0,1% e aqueceu-se
até ebulicdo. O aparecimento de coloracdo violeta persistente, indica resultado

positivo.

Fendis e taninos

Foram dissolvidos 25 mg do extrato seco em 5 mL de &gua destilada e
filtrados. Adicionou-se Il gotas de solucdo alcodlica de FeCl; a 1%. Qualquer
mudanca na coloracdo ou formacdo de precipitado é indicativo de reacdo positiva,
guando comparado com o teste em branco. Coloracéo inicial entre o azul e o
vermelho, é indicativo da presenca de fendis, quando o teste em branco for negativo;
precipitado escuro de tonalidade azul, indica presenca de taninos pirogalicos, e

verde, presenca de taninos catéquicos.



61

Flavondides

Geral
Foram dissolvidos 25 mg do extrato seco em 5 mL de metanol e filtrados.
Adicionou-se 5 gotas de HCI concentrado e raspas de magnésio. O surgimento de

uma coloracao résea na solucao indica reagéo positiva.

Por classes
a) Antocianidinas, antocianinas, flavonas, flavonondis, xantonas, chalconas, auronas
e flavanondis

Foram dissolvidos 35 mg do extrato seco em 20 mL de agua destilada e
filtrados. Transferiu-se para trés tubos de ensaio, 3 mL da solucéo (para cada tubo).
Acidulou-se um a pH 3, alcalinizou-se os dois restantes a pH 8.5 e 11,

- A presenca de coloracao vermelha em pH 3, lilas em pH 8.5 e azul purpura em pH

11 indica resultado positivo para antocianidinas e antocianinas;

- A presenca de coloracdo amarela em pH 11 indica resultado positivo para flavonas,

flavondis, xantonas;

- A presenca de coloracao vermelha em pH 3 e vermelho purpura em pH 11 indica

resultado positivo para chalconas, auronas;

- A presenca de coloracdo vermelho-laranja em pH 11 indica resultado positivo para

flavanonois.

b) Leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

Foram dissolvidos 10 mg do extrato seco em 5 mL de agua destilada e
filtrados. Transferiu-se para dois tubos de ensaio, 3 mL da solucéo (para cada tubo).
Acidulou-se um a pH 1 — 3 com HCI e alcalinizou-se os outros a pH 11 com solucao
de NaOH. Aqueceu-se com auxilio de uma lampada de alcool durante 2 — 3 minutos
e observou-se se houve modificacdo na coloracdo, comparando-se com os tubos
utilizados no teste anterior (para antocianidinas, antocianinas, flavonas, flavonondis,

xantonas, chalconas, auronas e flavanondis).
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- A presencga de coloragdo vermelho em pH &cido indica resultado positivo para

Leucoantocianidinas;

- A presenca de coloragédo pardo - amarela em pH acido indica resultado positivo

para catequinas (taninos catéquicos);

- A presencga de coloragédo vermelho - alaranjado em pH alcalino indica resultado

positivo para flavanonas.

c¢) Flavonais, flavanonas, flavanondis e xantonas

Transferiu-se para um tubo de ensaio, 3 mL da solucdo extrativa usada no
teste anterior e acrescentou-se alguns miligramas de magnésio em raspas, e 0,5 mL
de HCI concentrado. Aguardou-se o término da efervescéncia e observou-se por
comparacdao a mudanca na coloracdo em relacédo aos tubos acidificados dos testes
anteriores. O aparecimento ou intensificacdo da cor vermelha € indicativo da

presenca dos metabdlitos acima citados.

Glicosidios cardiacos

Foram dissolvidos 25 mg do extrato seco em 5 mL de metanol e filtrados.
Separou-se em duas porcbes de 2 mL cada e adicionou-se gotas do reativo de

Keede. O aparecimento de coloracdo azul ou violeta indica reacao positiva.

Catequinas
Foram dissolvidos 15 mg do extrato seco em 3 mL de metanol e filtrados.

Juntou-se 1 mL de solucdo aquosa de vanilina a 1% e 1 mL de HCI concentrado. O

surgimento de uma colora¢éo vermelha intensa indica reacéo positivo.

Derivados benzoquinonas, naftoqguinonas e fenantraguinonas

Foram dissolvidos 15 mg do extrato seco em 3 mL de metanol e filtrados.
Adicionou-se Il gotas de Na,CO3 a 25%, Il gotas de Formaldeido a 4% e Il gotas de
o-dinitrobenzeno a 5%. Aqueceu a mistura em BM. A coloracgao violeta indica reacao

positiva.
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Lactonas sesquiterpénicas e outras lactonas

Foram dissolvidos 15 mg do extrato seco em 3 mL de metanol e filtrados.
Adicionou-se XlI gotas de solucao alcodlica de cloridrato de hidroxilamina a 10% e
gotas de solugcdo metanodlica de KOH a 10 %. Aqueceu-se suavemente em banho-
maria durante 2 minutos. Em seguida resfriou-se e acidulou-se com solucéo de HCI
a 1IN e adicionou-se | gota de FeCl; 1%. O surgimento de uma coloracao violeta

indica reacao positiva.

Esteroides e triterpenoides

Foram dissolvidos 50 mg do extrato seco em 10 mL de cloroférmio e filtrados
sobre carvao ativado. Transferiu-se o filtrado para um tubo de ensaio completamente
seco e adicionou-se 1 mL de anidrido acético e agitou-se suavemente. Em seguida,
adicionou-se cuidadosamente, Ill gota de H,SO, concentrado e agitou-se
novamente. O rapido desenvolvimento de cores, que vao do azul evanescente, ao

verde persistente indicam resultado positivo.

Azulenos

Foram dissolvidos 10mg do extrato seco em 2 mL de cloroférmio e filtrados.
Concentrou-se até 0,5 em banho-maria e adicionou 2,5 mL da solucdo p-
dimetilaminobenzaldeido. Aqueceu em banho-maria por 5 minutos, e apos esfriar em
um funil de decantacéo, agitou com 10 mL de éter de petroleo. Apos as duas fases
ficarem distintas, observou-se a fase aquosa. Se houver presenca de proazulenos, a
fase aquosa adquire coloracdo azul, porém, quando estes estdo em pequena

guantidade, a coloracédo observada é esverdeada.

Carotendides
Foram dissolvidos 15 mg do extrato seco em 2 mL de cloroférmio e filtrados.
Juntou-se 2 mL de cloroférmio saturado com tricloreto de antiménio. O aparecimento

da coloracéo azul indica resultado positivo.
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Alcaldides

Foram dissolvidos 25 mg do extrato seco em 5 mL de solugéao de HCl a 5% e
filtrados. Separaram-se quatro por¢cdes de 1 mL em placa de toque e adicionou-se 3
gotas dos reativos de Bouchard, Dragendorff, Mayer e Bertrand. Precipitacdo ou

turvacdo em pelo menos um tubo € indicativa de resultado positivo.

Purinas

Numa cépsula de porcelana, juntou-se 5 mg do extrato seco, lll gotas de
solucédo de HCI 6N e Il gotas de H,0O, concentrado (30%) e evaporou-se em banho-
maria até a formacdo de um residuo corado de vermelho. Juntou-se Il gotas de

solucdo de NH,OH (6N). O surgimento de coloracéo violeta indica reagao positiva.

Depsideos e depsidonas

Foram dissolvidos 25 mg do extrato seco em 5 mL de éter etilico e filtrados.
Evaporou-se todo o éter em banho-maria e juntou-se ao residuo 3 mL de metanol.
Apés agitacao, adicionou-se Il gotas de solucéo de FeCl; a 1%. O aparecimento de

coloracéo verde, azul ou cinza, indica reacao positiva.

Derivados da cumarina

Foram dissolvidos 25 mg do extrato seco em 5 mL de éter etilico e
concentrados em banho-maria até 0,5 mL. Em papel filtro, aplicaram-se gotas da
solucéo etérea, de modo que se formaram duas manchas de aproximadamente 1 cm
de diametro cada. A uma destas, adicionou-se | gota de solucdo de NaOH a 1N.
Cobriu-se a metade da mancha com papel escuro, e expds-se a outra metade a luz
ultravioleta. Descobriu-se e compararam-se as manchas. O aparecimento de

fluorescéncia azul na parte exposta da mancha indica reacéo positiva.

Antraguinonas

Foram dissolvidos 25 mg do extrato seco em 5 mL de tolueno e filtrados.
Adicionou-se 2 mL de solucdo de NH4;OH a 10 % e agitou-se suavemente. O
aparecimento de coloragéo résea, vermelha ou violeta na fase aquosa, indica reacao

positiva.
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4.4.5 Determinacgéo do perfil cromatogréfico da tintura

4.4.5.1 Cromatografia em camada delgada

As fracdes obtidas pela extracdo solido-liquido a partir do extrato seco da
tintura com cloroférmio, acetato de etila e metanol sofreram anélises em diferentes
proporcgdes de eluentes a fim de se estabelecer qual o melhor sistema de separagéo
das manchas por CCD. Inicialmente foram testados: cloroférmio/metanol (95:5)
solvente 1, cloroférmio/metanol/agua (80:20:10) solvente 2, cloroférmio/etanol/agua
(80:20:10) solvente 3 e acetato de etila/metanol/agua nas proporcdes de (80:20:10)
e (75:15:10) solventes 4 e 5, repectivamente.

CCD Analitica

O extrato seco da tintura na concentracdo 10 mg/mL solubilizado em metanol,
a fracdo acetato de etila na concentracdo de 10 mg/mL também solubilizada em
metanol, juntamente com as sub-fracbes A e B da fracdo acetato de etila
solubilizadas em cloroférmio 5 mg/mL, foram aplicas em cromatoplaca de gel de
silica de fase normal pré-fabricada e eluidas com o solvente 5 e borrifadas com

solucdo metandlica de KOH 10%.

CCD Preparativa

A fracdo acetao de etila (AcOEt) foi submetida a CCD preparativa, em que
40,8 mg da fracdo foram dissolvidas em metanol e aplicadas em cromatoplaca

preparativa de gel de silica de fase normal e eluida com o solvente 5.
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4.4.5.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (POLITI et al. 2004)

Para a andlise das sub-fracbes A e B provenientes da cromatografia
preparativa realizada com a fracao acetato de etila, as amostras foram preparadas
na concentracdo de 5 mg/mL dissolvidas em metanol e posteriormente filtradas em
filtro microporoso (0,45 pm). Aliquotas de 20 pL das duas amostras foram
manualmente injetadas no cromatografo liquido de alta eficiéncia a fim de definir os
perfis da composi¢céao de cada uma.

O sistema cromatografico era composto de coluna LiChrospher 100 (250x3, 5
pum) com gel de silica RP-18 como fase estacionaria. A temperatura do forno foi
estabilizada em 25 + 1 °C e utilizou-se um fluxo de 1 mL/min da fase movel
composta por acetonitrila/agua em uma proporcao gradiente: 0 min (10:90), 15 min
(40:60) e 75 min (100:0) mantidos por 20 minutos.

Aléem do perfil de composicdo das sub-fracbes A e B, a CLAE serviu para

determinar os maximos de absorcéo da tintura hidroalcoolica e da fracdo AcOEt.

4.4.6 Obtencao do extrato liofilizado da tintura

Concentrou-se 100 mL da tintura hidroalcoolica em evaporador rotativo até
gue toda quantidade de alcool tivesse sido evaporada. Exatamente 22 mL da

tintura ja concentrada foram levados ao liofilizador e desidratado sob alto vacuo.

4.4.6.1 Obtencédo do perfil térmico do extrato liofilizado da tintura (SILVA JUNIOR,
2006a)

4.4.6.1.1. Termogravimetria
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A caracterizacdo termoanalitica através da curva TG foi realizada em uma
termobalanca, utilizando cadinhos de platina contendo aproximadamente 8 mg de
massa da amostra, sob atmosfera dinamica de nitrogénio (25 mL/min) e razéo de

aquecimento de 5 °C/min na faixa de temperatura de 25 °C a 600 °C.

4.4.6.1.2 Andlise térmica diferencial

A caracterizagdo termoanalitica através da curva DTA foi realizada em uma
termobalanca, utilizando cadinhos de platina contendo aproximadamente 8 mg de
massa da amostra, sob atmosfera dinamica de nitrogénio (25 mL/min) e razdo de

aquecimento de 5 °C/min na faixa de temperatura de 25 °C a 600 °C.

4.4.6.1.3 Calorimetria exploratoria diferencial

Para a caracterizacao termoanalitica a curva DSC foi obtida em um cadinho
de platina contendo aproximadamente 8 mg de massa da amostra, sob atmosfera
dindmica de nitrogénio (25 mL/min) e razdo de aquecimento de 5 °C/min na faixa de

temperatura de 25 °C a 600 °C, com auxilio de um analisador térmico.

4.4.6.2 Obtencdo do perfil espectroscopico na regido do infravermelho (SILVA
JUNIOR, 20064a)

Para a obtencdo do perfil espectroscépico na regido do infravermelho as
bandas de absorcdo do extrato liofilizado foram obtidas utilizando-se um
espectrometro de infravermelho. As leituras foram realizadas no comprimento de
onda na faixa de 500 a 4000 cm™ (nimero de onda). Quantidades apropriadas da

amostra foram comprimidas com Seleneto de zinco (ZnSe).
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4.5 Avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrato seco da tintura das folhas
de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

4.5.1 Teste de difusdao em disco em meio sélido

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada pelo teste de difusdo em
disco (BAUER et al. 1966; CLSI, 2003; KARTAL et al. 2003) onde foram testadas as
seguintes cepas gram-positiva: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), gram-
negativas: Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
10145) e o fungo: Candida albicans (ATCC 10231).

Para a obtencédo do inéculo preparou-se uma suspensdo em solucédo salina
contendo de 3 a 4 coldnias (do cultivo) dos microorganismos citados anteriormente,
acertou-se a turbidez da suspenséo de acordo com o tubo namero 0,5 da escala de
Mac Farland (1 x 10® UFC/mL), em seguida umideceu-se um swab nessa
suspensao, o qual foi pressionado contra a parede do tubo para a retirada do
excesso e semeou-se em toda a superficie de placas contendo o meio agar Miiller
Hinton.

Sobre essas placas adicionou-se discos de papel de filtro de 6 mm de
diametro, impregnados com 10 pL do extrato seco da tintura solubilizado em dimetil
suféxido (DMSO), nas seguintes concentragbes 500, 250, 125 e 62,5 mg/mL. Em
seguida, as placas ja prontas foram levadas a estufa para incubacdo em posicao
invertida a uma temperatura de 35 °C por no minimo 24 h.

Apés esse periodo foi realizada a leitura dos resultados medindo-se o halo
formado ao redor dos discos. Considerou-se como resultado final a média de trés
medidas e como suscetivel o halo com diametro igual ou superior a 8 mm,
denominados de sensiveis; os demais halos foram considerados resistentes
(PAREKH e CHANDA, 2007).
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4.6 Caracterizagdo do marcador externo emodina (1,3,8-trihidroxi-6-

metilantraquinona)

4.6.1 Obtencgéo do perfil térmico da emodina (SILVA JUNIOR, 2006a)

4.6.1.1 Termogravimetria

A caracterizacdo termoanalitica através da curva TG foi realizada em uma
termobalanca, utilizando cadinhos de platina contendo aproximadamente 8 mg de
massa da amostra, sob atmosfera dinamica de nitrogénio (25 mL/min) e razdo de

aquecimento de 5 °C/min na faixa de temperatura de 25 °C a 600 °C.

4.6.1.2 Andalise térmica diferencial

A caracterizacdo termoanalitica através da curva DTA foi realizada em uma
termobalanca, utilizando cadinhos de platina contendo aproximadamente 8 mg de
massa da amostra, sob atmosfera dinamica de nitrogénio (25 mL/min) e razdo de

aquecimento de 5 °C/min na faixa de temperatura de 25 °C a 600 °C.

4.6.1.3 Calorimetria exploratéria diferencial

Para a caracterizacao termoanalitica a curva DSC foi obtida em um cadinho
de platina contendo aproximadamente 8 mg de massa da amostra, sob atmosfera
dindmica de nitrogénio (25 mL/min) e razdo de aquecimento de 5 °C/min na faixa de

temperatura de 25°C a 300°C, com auxilio de um analisador térmico.
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4.6.2 Obtencdo do perfil espectroscopico na regido do infravermelho (SILVA
JUNIOR, 20064a)

Para a obtencdo do perfil espectroscépico na regido do infravermelho as
bandas de absorcdo do extrato liofilizado foram obtidas utilizando-se um
espectrometro de infravermelho. As leituras foram realizadas no comprimento de
onda na faixa de 500 a 4000 cm™ (nimero de onda). Quantidades apropriadas da

amostra foram comprimidas com Seleneto de zinco (ZnSe).

4.7 Andlise quantitativa de antraquinonas totais na tintura de Vismia

guianensis (Aubl.) Choisy por espectrofotometria em UV-VIS

4.7.1 Validacdo do método (BRASIL, 2003)

A validacdo do método foi realizada com o objetivo de se garantir, através dos
estudos experimentais, que o método utilizado atenda as exigéncias das aplicacdes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. A deteccdo e a
guantificacdo da emodina na fracdo foram realizadas por espectrofotometria no UV-
VIS, para tanto realizaram-se a determinacdo dos parametros de seletividade,
linearidade, intervalo, curva de calibracdo, precisdo: repetibilidade e precisao

intermediaria, exatidao e robustez.

4.7.1.1 Seletividade

O ensaio de seletividade foi conduzido com a fracdo acetato de etila
proveniente da tintura hidroalcdéolica das folhas de V. guianensis (0,01 mg/mL), com
o solvente (&lcool 70 °GL) e a com a solucédo de emodina (SIGMA®) como padrdo

(0,01 mg/mL), para a verificacdo de possiveis interferentes. Os espectros de
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absorvancia foram realizados na faixa compreendida entre 240 - 400 nm, fornecendo
o comprimento de onda maximo de absorcdo e demonstrando a capacidade de
selecdo do método entre os compostos com estruturas interferentes que podem
estar presentes.

4.7.1.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada empregando-se concentracfes
crescentes da solugédo padrdo de emodina 0,0076, 0,0083, 0,0090, 0,0100, 0,0111,
0,0125 e 0,0143 mg/mL. As meédias de trés analises das absorvancias de emodina
foram plotadas no eixo das ordenadas e as respectivas concentracbes nas
abscissas. A equacao da reta foi obtida pelo método dos minimos quadrados e
expressa por y= atbx, onde o coeficiente angular (b) € a inclinacdo da reta em
relacdo aos eixos e o coeficiente linear (a) é a interseccéo da reta com 0 eixo y. A
faixa linear de trabalho foi determinada por intermédio do coeficiente de correlacao
de Pearson (r). Apos a determinacdo da linearidade, foi realizada a analise de

residuos para garantir a adequacéao do ajuste linear a curva de calibracao.

4.7.1.3 Intervalo

E a faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior de um método
analitico. Normalmente é derivado do estudo de linearidade e depende da aplicacéo
pretendida pelo método. Dessa forma a faixa de intervalo aplicada para a andlise de
guantificacdo foi estabelecida de acordo com a média das concentracdes

encontradas para a emodina na fracéo (alcance de 80-120%).
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4.7.1.4 Curva de calibracao

A curva de calibracdo para a emodina foi construida através da faixa de
intervalo encontrado para a emodina (0,0125, 0,0111, 0,0100, 0,0090, 0,0083
mg/mL). Sendo assim, as médias das absorvancias de emodina foram plotadas no
eixo das ordenadas e as respectivas concentracbes no eixo das abscissas. A
regresséao linear foi realizada para a obtencdo da reta (y=ax+b) e o coeficiente de

Pearson (r) para avaliar as concentracdes de acordo com as absorvancias.
4.7.1.5 Precisao
4.7.1.5.1 Repetibilidade (preciséo intra-corrida)

A repetibilidade do método foi verificada através da leitura em quintuplicata de
trés controles: de concentracbes baixa, média e alta do padrdo emodina no
espectrofotdmetro em um unico dia (intra-corrida). Logo apos foi calculado o valor do
coeficiente de variacdo das leituras para expressar a precisdo do método. A precisao
pode ser expressa como desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variacao

(CV%), segundo a equacéao 2:
DPR=DP  x100 { DP: Desvio padrdo (2)

CMD CMD: Concentracdo média determinada

4.7.1.5.2 Precisao intermediaria (precisao inter-corridas)

A preciséao inter-corridas foi realizada no mesmo laboratorio, sendo obtida em
dois dias diferentes. A precisdo intermediaria foi obtida através da leitura em

quintuplicada de trés controles: de concentracdo baixa, média e alta do padrédo
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emodina. Logo apos foi calculado o valor do coeficiente de variagdo das leituras para
expressar a precisdo do método. A precisdo pode ser expressa como desvio padréo
relativo (DPR) ou coeficiente de variacao (CV%), segundo a equacao 2:

DPR=DP  x 100 DP: Desvio padrdo (2)
CMD CMD: Concentracdo média determinada

4.7.1.6 Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. Foi verificada através da
leitura de trés controles (em quintuplicata) de concentragéo baixa (0,0083 mg/mL),
média(0,0100 mg/mL) e alta (0,0125 mg/mL) do padrdo de emodina.

. . 3
E (%) = CME x100 CME: concentracao média determinada (3)
CT CT: concentracao teorica

4.7.1.7 Limite de deteccédo

Com a finalidade de identificar a menor quantidade do analito presente na
amostra que pode ser detectada, mas ndo quantificada utilizou-se a equacéo 4,

obtendo-se assim o limite de deteccao.

LD = DPa x 3 DPa:desvio padrio (4)
IC IC: inclinag&o da curva de calibragéo
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4.7.1.8 Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma amostra
que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob condicdes
experimentais estabelecidas. Utilizando-se a equacédo 5 pode-se determinar esse

limite.

LD = DPa x 10 DPa:desvio padrdo (5)
IC IC: inclinagdo da curva de calibragdo

4.7.1.9 Robustez

Como meétodo utilizado foi a espectrofotometria os parametros considerados
na determinacdo da robustez do método analitico foram: a variacdo do pH e
diferentes fabricantes do solvente. Realizaram-se varreduras na faixa de 240 — 400
nm em pH: 4,3; 5,6 e 6,3. E varreduras nessa mesma faixa de comprimento de onda
para trés solventes de marcas diferentes: A, B e C. ApGs a obtencado dos resultados
da robustez, realizou-se a Andlise de Variancia ANOVA (dois critérios) seguida pelo

teste de Tukey para verificar a diferenca entre as médias que foram realizadas.
4.7.2 Quantificacdo das antraquinonas totais

Apés validacdo de metodologia espectrofotométrica utilizando-se a emodina
como referéncia, pode-se quantificar as antraquinonas totais presentes na tintura
hidroalcoolica de V. guianensis utilizando-se a equacao da reta obtida com a curva
de calibracdo. A fracdo acetato de etila na concentracdo de 0,01 mg/mL foi

submetida a leitura em espectrofotbmetro no comprimento de onda 290 nm.
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4.7.3 Andlise estatistica

Os dados foram analisados nos programas Microsoft Office Excel 2007 e
Bioestat 5.0.

4.8 Estudos de formulagdo de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

4.8.1 Ensaios de avaliacdo dos excipientes da formulagdo e suas misturas binarias
com o extrato liofilizado da tintura por analise térmica e espectroscopia na regiao do

infravermelho

Os ensaios preliminares das misturas binarias dos excipientes com o extrato
liofilizado de V. guianensis, foram realizados nas propor¢des devidas de acordo com
a Tabela 1. A metodologia utilizada para a avaliacdo dos perfis térmicos e
espectroscopico na regiao do IV foram realizados de acordo com a metodologia ja
descrita anteriormente tanto para o pé das folhas como para extrato liofilizado da

tintura de V. guianensis.

Tabela 1 - Excipientes e suas misturas binarias com o extrato liofilizado de Vismia guianensis (Aubl.)

Choisy
Misturas binarias Proporcao
Hidroxietilcelulose/extrato liofilizado 1:1plp
Propilenoglicol/extrato liofilizado 2:1 plp

Metilparabeno/extrato liofilizado 1:1plp
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4.9 Obtencédo da formulacado fitoterapica semi-sdélida contendo a tintura das
folhas de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

Para o preparo da base da formulacdo foram pesados separadamente 0s
seguintes excipientes: hidroxietilcelulose, propilenoglicol, metilparabeno e agua
destilada g.s.p. em proporgdes que podem ser visualizadas na Tabela 2. A base
gelificante de caracteristica hidrofilica empregou o polimero hidroxietilcelulose,
incorporando a tintura das folhas de V. guianensis a 5% e 10% de sua concentragao.

Inicialmente o conservante metilparabeno foi dissolvido em agua destilada
g.s.p. e essa mistura foi levada ao aquecimento sob placa aquecedora a
temperatura de 75 °C. Logo apos resfriamento, o hidroxietilcelulose umedecido em
propilenoglicol, foi adicionado a solugdo do conservante ja dissolvido, agitando-se
continuamente com bastédo de vidro até completa dissolugéo desses componentes a
uma temperatura de 55 °C £ 2,0 °C. Obtida a dissolugdo a mistura foi retirada da
placa aquecedora e deixada em repouso a temperatura ambiente por 24 h até a

incorporacao da tintura.

Tabela 2 - Composicao preliminar da formulacdo semi-sdlida fitoterapica contendo a tintura das folhas
de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

Componentes Concentracao (%)
Hidroxietilcelulose 1,0
Propilenoglicol 5,0
Metilparabeno 0,2
Agua destilada g.s.p. 100,0
Tintura >0

10,0
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4.10 Avaliacdo preliminar da estabilidade da formulacéo fitoterapica semi-

sdOlida contendo a tintura das folhas de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

O estudo da estabilidade fornece indicagcbes sobre o comportamento do
produto, em determinado intervalo de tempo, frente a condicdes ambientais a que
possa ser submetido, desde a fabricacédo até o término da validade. A formulacao é
sujeita as condicdes de estresse térmico, visando acelerar o surgimento de
possiveis sinais de instabilidade. As que apresentarem modificacdes apds o teste
deverao ser rejeitadas pelo estudo ou pesquisadas quais as possiveis modificacbes
nos componentes da formulacdo (ANVISA, 2004).

4.10.1 Teste de centrifugacéo

Foram pesados 5 g do gel de V. guianensis em tubos de 10 g de centrifuga.
Procedeu-se o teste de centrifugacdo em réplicas de trés, nas seguintes condi¢cdes
experimentais: temperatura ambiente (25 °C + 2 °C), velocidade de rotacdo de 3000
rom e tempo de teste de 30 min. A ocorréncia de instabilidade é indicativa da
necessidade de reformulacdo. As amostras consideradas, por este ensaio,
inicialmente estaveis, podem ser submetidas aos demais ensaios de estabilidade

preliminar.

4.10.2 Teste de estresse térmico

Para a realizacdo desse teste, utilizaram-se réplicas de 12 amostras do gel
(peso de 5 g) do mesmo lote, as quais foram acondicionadas em vidros neutros tipo
ambar (10 mL). Sendo assim, seis amostras foram submetidas ao aquecimento em
estufa a temperatura de 45 * 2 °C em ciclos avaliados no intervalo de 24 h, enquanto
gue as outras 6 amostras permaneceram em temperatura ambiente (25 = 2 °C) para

serem utilizadas como controle de referéncia, condicdes onde sdo esperadas as



78

menores alteragdes. Os resultados obtidos do primeiro até o sexto dia - ciclos de t; a
ts - das amostras da estufa foram comparados com os resultados das amostras de
referéncia (ANVISA, 2004).

4.10.3 Caracteristicas organolépticas

As formulacdes obtidas a partir da incorporacgéo a frio de 5% e 10% da tintura
hidroalcéolica de V. guianensis a base gelificante a 1% de HEC. Foram avaliadas
macroscopicamente quanto as suas caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e
odor). Foi tracada uma comparacdo entre as amostras de referéncia que
permaneceram a temperatura de 25 + 2 °C e as amostras de lote de bancada que

permaneceram a temperatura de 45 + 2 °C.

4.10.4 Caracteristicas fisico-quimicas

4.10.4.1 Obtencao do valor de pH

Foi determinado em réplicas de trés, com a dispersdo da amostra do gel em
agua recém destilada na proporcdo de 1:10 (p/p), usando potencidémetro digital,
avaliando a diferenca de potencial entre dois eletrodos imersos diretamente na

amostra aquosa em estudo (ANVISA, 2004).
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5. RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagao da anatomia vegetal das folhas de Vismia guianensis (Aubl.)
Choisy

Na Figura 6, o limbo em corte transversal mostra a epiderme com trés
camadas de células (seta), cuja parede periclinal externa é espessada e recoberta
por cuticula relativamente espessa visualizada na Figura 7 (seta).

Os tricomas s&o glandulares, pluricelulares e unisseriados com paredes
espessadas revestidos de cuticula. Estdo presentes na superficie abaxial da folha
sendo visualizados na Figura 8 (seta). Subjacente a face adaxial da epiderme, existe
uma camada subepidérmica de células parenquimaticas alongadas periclinalmente,
sendo que, neste tecido, ha idioblastos contendo drusas e cristais de oxalato de
calcio podendo ser visualizado na Figura 9 (seta). O idioblasto é uma célula vegetal
isolada que difere notavelmente das células adjacentes, na forma, conteddo e
estrutura parietal.

Na Figura 10 observa-se o mesofilo dorsiventral, constituido geralmente de
uma camada de parénquima palicadico e uma camada de parénquima lacunoso
pluriestratificado, no qual se encontram feixes vasculares de pequeno porte envoltos
por uma bainha parenquimatica.

A nervura central, em seccéo transversal, € concava na face adaxial e plano-
convexa ha superficie oposta conforme visualizado na Figura 7. Junto a face abaxial,
observaram-se varias camadas de colénquima angular, ja no parénquima
fundamental as células apresentam paredes regularmente espessadas.

Tanto no colénquima quanto no parénquima fundamental, encontram-se
idioblastos contendo drusas (Figura 11). Na superficie oposta, ocorrem cerca de
guatro estratos desse tecido de sustentacdo. As células parenquimaticas tendem a
distribuir de maneira a penetrar entre 0os elementos constituintes do sistema vascular
(Figuras 12 e 13).

Na Figura 12 pode-se visualizar o feixe vascular colateral, na forma de um
arco circundado por uma bainha esclerenquimatica (seta-a), formada por varias

camadas de células. No floema externo, encontram-se cinco glandulas distribuidas
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regularmente (seta-b); as células esclerenquimaticas também sdo encontradas como

pequenos feixes no parénquima fundamental (Figuras 7 e 13).

Figuras 6-9 - Cortes histolégicos do limbo da folha de Vismia guianensis em microscopia 6ptica,
fixados com glutaraldeido e corados com azul de toluidina 1%. 6. Epiderme
pluriestratificada (40X), 7. Aspecto da cuticula (10X), 8. Tricomas (40X), 9. ldioblasto no
parénquima palicadico (40X)
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12

Figuras 10-13 - Cortes histolégicos do limbo da folha de Vismia guianensis. 10. Parénquima lacunoso
contendo feixes vasculares envolvidos por células parenquimaticas apontados pela
seta. (10X). 11. Nervura principal, com idioblastos no Colénquima (40X). 12. Corte
transversal da folha (10x), evidenciando: a) na nervura principal o parénquima
fundamental penetrando entre os elementos do feixe vascular (na forma de um arco).
b) Glandulas do floema externo. 13. Feixes de esclerénquima no interior dos elementos

do floema e do parénquima fundamental (40X)
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5.2 Caracterizacdo fisica e fisico-quimica do p6é das folhas de Vismia
guianensis (Aubl.) Choisy

5.2.1 Determinacgdo da distribuicdo granulométrica

Na andlise granulométrica observou-se que as particulas passaram em sua
totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha 1700 um e menos de 40% das
particulas do pd passou pelo tamis com abertura nominal de malha de 355 uym, o
gue caracteriza o p6 como sendo grosso, segundo a Farmacopéia Brasileira 4. Ed.
(1988) visualizada na Figura 14.
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Figura 14 - Determinacdo da distribuicdo granulométrica do p6 das folhas de V. guianensis (Aubl.)

Choisy
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5.2.2 Determinacao da perda por dessecacao

O teor de 4gua e substancias volateis encontra-se descrito na Tabela 3.

5.2.3 Determinagéo do teor de cinzas totais

A determinacédo da pureza do p6 das folhas e a média das trés determinacdes

encontram-se descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Caracterizacao fisico-quimica do p6 das folhas de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

Determinagdes Resultados
Perda por dessecacao 11,6£0,12%
Teor de cinzas totais 1,64+0,25%

5.2.4 Perfil térmico

5.2.4.1 Termogravimetria e analise térmica diferencial

A Figura 15 mostra as curvas TG e DTA do pé das folhas de Vismia
guianensis, a qual apresentou trés eventos térmicos (Tabela 4). O primeiro evento
foi registrado na faixa de temperatura de 46 a 89 °C com perda de massa de 12,5%,
0s préximos eventos a partir da temperatura de 256 °C registraram perdas de massa
bem mais acentuada, culminando em uma perda de massa final de
aproximadamente 98% a 600 °C, eventos esses confirmados pelos eventos
endotérmicos e exotérmicos registrados na curva DTA, cujos valores podem ser

visualizados na Tabela 5.
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Figura 15 - Curvas TG e DTA do po6 das folhas de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

Tabela 4 - Perfil termogravimétrico do pé das folhas de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

A Temperatura °C A massa
46 — 89 12,5%
256 — 326 46,3%
333 -428 38,8%

Tabela 5 - Perfil analitico térmico diferencial do p6 das folhas de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

A Temperatura °C AH Eventos
33-96 429,80 j/g endotérmico
307 — 352 172,84 Jig exotérmico

383 - 440 70,24 Jlg exotérmico
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5.2.4.2 Calorimetria exploratdria diferencial

A curva DSC do p6 (Figura 16) demonstrou dois eventos endotérmicos até a
temperatura de 405 °C e um evento exotérmico na faixa de temperatura de 454 °C a
596 °C, esses eventos e suas respectivas entalpias encontram-se demonstrados na
Tabela 6.
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Figura 16 - Curva DSC do p6 das folhas de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

Tabela 6 - Perfil calorimétrico exploratério diferencial do p6 das folhas de Vismia guianensis (Aubl.)

Choisy
A Temperatura °C AH Eventos
25 - 122 268,77 J/g endotérmico
205 — 405 306,51 J/g endotérmico

454 - 596 2,89 KJ/g exotérmico
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5.2.5 Perfil espectroscopico na regido do infravermelho

O espectro na regido do IV para o p6 das folhas apresentou bandas de
absorcdo na regido de 3550-3200 cm™ caracteristica de vibracédo de deformac&o
axial O-H (de alcodis e fendis), banda forte de absorcéo na faixa de 1260-1000 cm™
caracteristica da ligagcdo C-O (de alcodis ou fendis), banda média de absorcdo na
regido de 2900 cm™ caracteristica de ligacdo C-H de alcano e uma banda de
absorcdo média na regido 1600 cm™ caracteristica da ligacdo C=C de componentes

arométicos, podendo ser visualizadas na Figura 17 e na Tabela 7.
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Figura 17 - Espectro na regido do infravermelho do pé das folhas de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

Tabela 7 - Nimero de onda (cm™) e suas respectivas ligagcBes caracteristicas no espectro da regido

do infravermelho para o p6 das folhas de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

Regido de absorcéo Tipo de ligacao
3550-3200 cm™ O-H
2900 cm™ C-H
1600 cm™ c=C

1260-1000 cm* Cc-0
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5.3 Caracterizagdo quimica e fisico-quimica da tintura do p6 das folhas de

Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

5.3.1 Determinagéo da densidade aparente

O resultado obtido em triplicata encontra-se demonstrado na Tabela 8.

5.3.2 Determinacéo do pH

O valor do pH obtido em triplicata esta demonstrado na Tabela 8.

5.3.3 Determinacao do teor de solidos

O percentual de residuo seco da tintura das folhas de V. guianensis esta

presente na Tabela 8.

Tabela 8 - Densidade aparente, pH e percentual de residuo seco da tintura do pé das folhas de

Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

Determinacfes Resultados
Densidade aparente 0,89+0,0025% g/mL
pH 5,69+0,09%

Percentual de residuo seco 9,5% de residuo seco




5.3.4 Prospecc¢do quimica da tintura

O resultado do screening fitoquimico pode ser visualizado na Tabela 9.

Tabela 9 - Prospecc¢éo quimica da tintura de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

Metabdlitos secundarios Resultado
Saponinas espumidicas +
Acucares redutores +

Polissacarideos -
Proteinas e aminoacidos -
Fendis e taninos indicativo
Flavonoides -
Antocianinas e antocianidinas -
Flavonas, flavondis e xantonas -

Chalconas e auronas -

Flavononois indicativo
Leucoantocianidinas -

Catequinas (taninos catéquicos) -
Flavanonas indicativo
Flavonais, flavanonas, flavanonadis e xantonas indicativo
Glicosidios cardiacos -

Catequinas +
Benzoquinonas, naftoquinonas e fenantraquinonas -
Lactonas sesquiterpénicas e outras lactonas

Esteroides e triterpendides +
Azulenos -

Carotendides -

Alcaldides +
Purinas -
Dpsideos e dpsidonas +

Derivados da cumarina -

Antraquinonas -
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5.3.5 Perfil cromatografico da tintura

5.3.5.1 Cromatografia em camada delgada

CCD Analitica

ApOGs a aspersao da solucdo metandlica de KOH 10% sobre a cromatoplaca
de gel de silica de fase normal, pode-se visualizar na que a macha caracteristica da
sub-fracédo A (Rf 0,83) e a mancha caracteristica da sub-fragcdo B (Rf 0,72) podem
ser visualizada no extrato seco da tintura e na fracdo acetato de etila, indicando que
essas sub-fracdes sdo proveniente da tintura hidroalcéolica, sendo utilizadas para

tracar o perfil de composicéo da tintura das folhas de V. guianensis.

CCD preparativa

Ao final da CCD preparativa realizada com a fracdo Acetato de etila duas
zonas foram separadas, as mesmas foram visualizadas em luz ultravioleta a 365 nm
demarcadas e raspadas. A zona de Rf 0,83; denominada de sub-fracdo A, apos
lavagem da silica com solucao cloroférmio/metanol (1:1) apresentou um rendimento
de 8,1% e a zona de Rf 0,72; denominada de sub-fracdo B, ap6s lavagem da silica

com solucao cloroférmio:metanol (1:1) apresentou um rendimento de 4,2%.

5.3.5.2 Cromatografia liquida de ala eficiéncia

As sub-fracGes A e B obtidas da CCD preparativa da fracdo acetato de etila,
foram analisas por CLAE, segundo método proposto por Politi e colaboradores
(2004), e forneceram o perfil das sub-fracdes; mostrados nas Figuras 18 e 19.

Analisando-se o perfil da sub-fracdo A, identificamos que a tintura apresenta-se
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composta por diferentes tipos de antraquinonas cujos tempos de retencdo sao
respectivamente: 35,2; 47,2 e 62,8 minutos.
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Figura 18 - Cromatograma da sub-fracdo A com o eluente: acetonitrila/agua em 225 nm. Composta

por diferentes tipos de antraquinonas (A)

Analisando-se o perfil da sub-fracdo B visualizado na Figura 19, pode-se
observar que a mesma apresenta-se constituida por um tipo de benzofenona (12,2
min), um tipo de derivado de xantona (27,07 min) e diferentes tipos de antraquinonas
(35,1; 47,2; 62,8 e 75,2 min)
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Figura 19 - Cromatograma da sub-fracdo B com o eluente: acetonitrila/agua em 225 nm. Composta
por um tipo de benzofenona (B), um tipo de derivado de xantona (C) e por diferentes
tipos de antraquiononas (A)
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Além do perfil de composicao das sub-fragcbes A e B, na Figura 20 pode-se
observar que a CLAE determinou os maximos de absorc¢éo da tintura (A) e da fracéo
acetato de etila (B). Analisando-se os graficos observamos que a tintura apresentou
diferentes picos de alcance maximo (246,4 nm; 280 nm e 404,6 nm), enquanto a
fracdo acetato de etila apresentou somente um maximo de absor¢cdo em 289,6 nm
aproximadamente 290 nm, comprimento de onda utilizado na espectrofotometria no
UVv.
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Figura 20 — M&ximos de absorc¢do da tintura hidroalcéolica (246,4; 280 e 404,6 nm) (A). E 0 maximo

de absor¢éo da fragdo acetato de etila (289,6 nm) (B)
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5.3.6 Perfil térmico do extrato liofilizado da tintura

5.3.6.1 Termogravimetria e andlise térmica diferencial

A Figura 21 mostra o gréfico correspondente as curvas TG e DTA do extrato
liofilizado da tintura de V. guianensis, no qual se observam varios eventos térmicos
culminando em uma perda de massa final de 77,5% (Tabela 10). Na Tabela 11
podem ser visualizadas as entalpias do perfil analitico térmico diferencial do extrato

liofilizado, de acordo com as perdas de massa da curva TG.

TGA OTA
Y% LY
00001 — TGA =000

— DTA

14000
80.00-

13000
50,001

12000

11000
40,001

1000

0.00 100.00 200 00 30000 400,00 500.00 600.00
Temp [C]

Figura 21 - Curvas TG e DTA do extrato liofilizado da tintura de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

Tabela 10 - Perfil termogravimétrico do extrato liofilizado da tintura de Vismia guianensis (Aubl.)

Choisy
A Temperatura °C A massa
39 -48 6,17%
148 — 167 6,85%
220 — 262 15,37%
391 - 463 19,58%

443 — 492 29,36%
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Tabela 11 - Perfil analitico térmico diferencial do extrato liofilizado da tintura de Vismia guianensis
(Aubl.) Choisy

A Temperatura °C AH Eventos
60 — 472 373 Jlg endotérmico
473 — 499 56,61 J/g exotérmico
516 — 579 116 J/g exotérmico

5.3.6.2 Calorimetria exploratéria diferencial

A curva DSC do extrato liofilizado representado no gréafico abaixo (Figura 22)
demonstrou sucessivos eventos de entalpia, dois endotérmicos e um evento
exotérmico a temperatura de 368,47 °C, valores que podem ser observados na
Tabela 12.
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Figura 22 - Curva DSC do extrato liofilizado da tintura de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

Tabela 12 - Perfil calorimétrico exploratério diferencial extrato liofilizado da tintura de Vismia
guianensis (Aubl.) Choisy

Temperatura °C AH Eventos
78,18 106,05 J/g endotérmico
164,31 4,26 Jlg endotérmico

368,47 40,80 J/g exotérmico
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5.3.7 Perfil espectroscopico na regido do infravermelho do extrato liofilizado da

tintura

O espectro na regido do IV para o extrato liofilizado (Figura 23) apresentou
bandas de absorcdo na regido de 3200 cm™ caracteristica da vibracdo de
deformacédo axial O-H (de alcodis e fendis), uma banda larga de absor¢céo na faixa
de absorcdo 1000 cm™ caracteristica da ligagdo C-O (de alcodis ou fendis), uma
banda de absorcdo média na regido 1600 cm™ caracteristica da ligacdo C=C
provenientes de compostos aromaticos e uma banda na regido 770 cm-1
caracteristica de ligacdo tipo C-H de compostos aromaticos. As bandas de absorcao

e seus respectivos tipos de ligacdo encontram-se demonstrados na Tabela 13.
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Figura 23 - Espectro na regido do infravermelho do extrato liofilizado da tintura de Vismia guianensis
(Aubl.) Choisy
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Tabela 13 - Namero de onda (cm'l) e ligacdes caracteristicas no espectro da regido do infravermelho
para extrato liofilizado da tintura de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

Regiéo de absorcéo Tipo de ligacao
3550-3200 cm* O-H

1600 cm™ Cc=C
1260-1000 cm™ C-0

770 cm? C-H

5.4 Avaliacéo da atividade antimicrobiana do extrato seco da tintura das folhas
de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

5.4.1 Teste de difusdo em disco em meio sélido

A avaliagdo da atividade antimicrobiana através da técnica de difusdo em
disco determinou o halo de inibicdo formado ao redor dos discos com o auxilio de
uma régua em mm. Os resultados obtidos estdo expressos na Tabela 14 e também

podem ser visualizados na Figura 24.

Tabela 14 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato seco da tintura de Vismia guianensis

(Aubl.) Choisy em diferentes concentragfes e os halos de inibicdo

Extrato seco em DMSO (mg/mL)

Cepas 500 250 125 62,5
S. aureus (ATCC 25923) S(8 mm) SOmm) S(10 mm) S(11 mm)
E. coli (ATCC 25922) R R R R
P. aeruginosa (ATCC 10145) R R R R
C. albicans (ATCC 10231) R R R R

R — Resistente
S — Sensivel
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Figura 24 - Placa do teste de difusdo em disco do extrato seco de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy
diluido em DMSO mostrando os halos de sensibilidade dos Staphylococcus aureus, nas
concentracfes de 500, 250, 125 e 62,5 mg/mL

5.5 Caracterizacdo do marcador externo emodina (1,3,8-trihidroxi-6-

metilantraquinona)

5.5.1 Perfil térmico

5.5.1.1 Termogravimetria e analise térmica diferencial

A substancia de referéncia externa utilizada na identificacdo da tintura de V.
guianensis foi a antraquinona emodina, inicialmente caracterizada através das
analises térmicas.

Na Figura 25 podem-se visualizar as curvas TG e DTA do padréo externo,
onde observamos que a sua estabilidade térmica vai ate a temperatura de
aproximadamente 90 °C (Tabela 15), quando se inicia a sua desidratacdo na faixa
de temperatura de 91 a 95 °C; acima de 200 °C verifica-se uma intensificacdo na
perda de massa cuja porcentagem de perda foi 74% de sua massa total e a partir de

300 °C observa-se o inicio da decomposicdo térmica da amostra marcada por trés
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eventos exotérmicos consecutivos, cujos valores de suas entalpias podem ser
visualizadas na Tabela 16.
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Figura 25 - Curvas TG e DTA do padrdo externo emodina

Tabela 15 - Perfil termogravimétrico do padréo externo emodina

A Temperatura °C A massa
91 -95 6,3%
291 - 322 74%
424 — 443 18%
515,5 - 557 1%

Tabela 16 - Perfil térmico diferencial do padréo externo emodina

Temperatura °C AH Eventos
84 — 106 269,99 J/g endotérmico
258 — 263 92,82 J/g endotérmico
305 — 366 46,28 J/g exotérmico
423 — 475 1,07 KJ/g exotérmico

502 - 528,5 1,12 KJ/g exotérmico
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5.5.1.2 Calorimetria exploratoria diferencial

A Figura 26 apresenta-se constituida pela curva DSC da emodina,
inicialmente observa-se um evento endotérmico na faixa de temperatura de 82 a 108
°C correspondente a perda de umidade do padrdo; o proximo evento endotérmico
com o pico a temperatura de 261 °C caracteristico do ponto de fusdo dessa
substancia, as entalpias envolvidas nesse processo podem ser visualizadas na
Tabela 17.

DscC
iy

100.00 50000 30000

Figura 26 - Curva DSC do padrao externo emodina

Tabela 17 - Perfil calorimétrico exploratério diferencial do padréo externo emodina

Temperatura °C AH Eventos

82 -108 58,07 J/g endotérmico
261 107,19 J/g endotérmico
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5.5.2 Perfil espectroscopico na regido do infravermelho

Na Figura 27 pode-se visualizar o espectro na regido do IV da emodina uma
1,3,8-trihidroxi-6-metilantraquinona onde se pode visualizar duas bandas de
absorcéo em 3476 e 3336 cm™ caracteristicas da vibracéo de deformacdo axial O-H
de fendis, banda de absorc&o na regido de 2900 cm™ referentes a ligagéo C-H, uma
banda de absorcdo média na regido de 1600 cm™ caracteristica de ligacdo C=0 de
antraquinonas e uma banda de absorcdo média na regido de 700 cm™ caracteristica
de compostos aromaticos. Todas essas regides de absorcdo e suas ligacdes
caracteristicas estdo apresentadas de forma resumida na Tabela 18.
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Figura 27 - Espectro na regido do infravermelho do padrao externo emodina

Tabela 18 - Ntimero de onda (cm™) e ligagcbes caracteristicas do espectro na regido do infravermelho

para o marcador externo emodina

Regido de absorcéo Tipo de ligacao
3550-3200 cm™ O-H
3000-2840 cm™ C-H

1600 cm™ Cc=0
1260-1000 cm™ Cc-0

700 cm? C-H
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5.6 Andlise quantitativa de antraguinonas totais na tintura de Vismia

guianensis (Aubl.) Choisy por espectrofotometria em UV-VIS

5.6.1 Validacao do método

5.6.1.1 Seletividade

Na Figura 28 pode-se observar o espectro no UV obtido na faixa
compreendida entre 240 a 400 nm, para a fracdo acetato de etila da tintura de V.
guianensis (0,01 mg/mL), para o padrdo externo Emodina (0,01 mg/mL) e para o
solvente etanol a 70 °GL utilizado na dissolucdo das amostra, sendo evidenciado

apenas um maximo de absor¢do maxima em 290 nm.

Seletividade

0,5 -
0,45 -
0,4 -
0,35 -
0,3 -
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

......... Emodina

Absovancia

Fracdao AcOEt

- = = Solvente

240 260 270 280 290 300 310 320 340 360 380 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 28 - Seletividade com varredura em espectrofotdbmetro de 240 a 400 nm do padrdo externo

emodina, da fracdo Acetato de etila e do solvente (etanol 70 °GL)
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5.6.1.2 Linearidade

A curva analitica de linearidade pode ser visualizada na Figura 29, tracada a
partir de 7 pontos que se encontram dentro da faixa limite de absor¢do de 0,25 a
0,75. Cujo coeficiente de Pearson (r) foi de 0,9955 e o coeficiente de determinagao
obtido foi de 0,99089.
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Figura 29 - Curva de linearidade do padréo externo emodina entre as concentra¢des de 0,0076;
0,0083; 0,009; 0,010; 0,0111; 0,0125 e 0,0143 mg/mL

Apés a obtencdo da linearidade com o0s seus respectivos coeficientes,
trancou-se a analise de residuos dessa curva, podendo ser visualizada na Figura 30

a adequacao do ajuste linear a curva de calibracao.
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Analise de residuos
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Figura 30 — Andlise de residuos da linearidade mostrando residuos normalmente distribuidos e com

homocedastidade

5.6.1.3 Intervalo

Os limites de quantificacdo superior e inferior do método analitico advindo da
linearidade encontram-se entre os limites percentuais de 80 al120%, cujo intervalo de

concentracgao variou de 0,0076 a 0,0143 mg/mL

5.6.1.4 Curva de calibracéo

A curva de calibracdo foi obtida partindo-se de 5 pontos encontrados na
linearidade. A Figura 31 mostra a curva de calibracdo para a emodina (SIGMA) cujo

coeficiente de Pearson (r) foi de 0,9925 mostrando uma boa correlagcdo entre as
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medidas de absorvancia e concentracdo. J& o coeficiente de determinacdo (R?) foi

de 0,9857 demonstrando uma boa associacéo entre as referidas medidas.
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Figura 31 - Curva de calibracdo do padrédo externo emodina entre as concentracdes de 0,0083; 0,009;
0,010; 0,0111 e 0,0125 mg/mL

5.6.1.5 Precisao e exatidao

5.6.1.5.1 Repetibilidade (preciséo intra-corrida)

Os resultados do desvio padréo relativo e da exatiddo dos trés controles na
média de cinco determinacdes utilizados na repetibilidade podem ser visualizados na
Tabela 19.
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Tabela 19 - Repetibilidade (preciséo intra-corrida) contendo o desvio padrdo relativo e a exatiddo das

concentracdes de 0,0125; 0,010 e 0,0083

Concentracao Concentracdo Desvio Desvio padrao Exatidao
tedrica (mg/mL) média (mg/mL) padréo Relativo (%) (%)
0,0083 0,0084 0,00394 4,6 101,2
0,010 0,0098 0,00012 1,24 98
0,0125 0,0127 0,00062 4,92 101,6

5.6.1.5.2 Preciséao intermediaria (preciséo inter-corridas)

Os resultados do desvio padrao relativo e da exatiddo dos trés controles em

quintuplicata utilizados na precisao inter-corridas podem ser visualizados na Tabela

20.

Tabela 20 - Repetibilidade intermediaria (preciséo inter-corridas) contendo o desvio padréo relativo e
a exatidao das concentra¢@es de 0,0125; 0,010 e 0,0083

Concentracao Concentracdo Desvio Desvio padrao Exatidao
teorica (mg/mL) média (mg/mL) padréo Relativo (%) (%)
0,0125 0,01193 0,00028 2,42 95,46
0,010 0,00993 0,00020 2,1 99,33
0,0083 0,0084 0,0001 1,19 101,2

5.6.1.6 Limites de deteccédo e quantificacao

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) estimados pelas equacdes 4

e 5, foram 0,005 mg/mL e 0,016 mg/mL respectivamente.
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5.6.1.7 Robustez

Os resultados da robustez referente aos diferentes pHs testados podem ser
visualizados no grafico contido na Figura 32. Observa-se que mesmo variando o pH
em trés concentracbes o maximo de absor¢cdo ainda continua sendo o de 290 nm.
Os resultados da robutez receberam tratamento estatistico pela Andlise de Variancia
ANOVA (dois critérios) fator duplo seguido de teste de Tukey e obteve um p<0,05.

Robustez
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Figura 32 - Robustez com varredura em espectrofotbmetro de 240 a 400 nm para diferentes

concentragdes nos pHs de 4,3; 5,6 € 6,3

Os resultados da robustez também podem ser visualizados na Figura 33,
onde se observa que a varredura realizada na faixa de 240 a 400 nm, para
diferentes fabricantes do solvente, o alcance maximo continua sendo a 290 nm de

comprimento de onda.
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Figura 33 - Robustez com varredura em espectrofotdbmetro de 240 a 400 nm para diferentes

fabricantes do solvente: A,Be C

5.6.2 Quantificacdo das antraquinonas totais

Apoés a leitura em triplicata da solucdo metandlica de 10 mg/mL da fracao
acetato de etila da tintura em espectrofotdmetro (290 nm) obteve-se uma absorcéo
média de 0,329. Utilizando-se a equacédo da reta da curva de calibracdo pode-se
calcular a quantidade de antraguinonas totais com equivalentes em emodina

presentes nas amostras, os resultados encontram-se condensados na Tabela 21.

Tabela 21 — Quantificac@o das antraquinonas totais com equivalentes em emodina na tintura seca (l) e
na fracdo acetato de etila (Il) provenientes ta tintura hidroalcéolica das folhas de Vismia
guianensis (Aubl.) Choisy

Material Tintura seca Fracdo acetato de etila  antraquinonas totais
Peso 1lg 54,4 mg 42,85 mg
I 100% 4,285%

I - 100% ——— 78,78%
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5.7 Estudos de formulagcdo de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

5.7.1 Ensaios de avaliacao dos excipientes da formulacdo e suas misturas binarias
com o extrato liofilizado da tintura por analise térmica e espectroscopia na regiao do

infravermelho

5.7.1.1 Termogravimetria e andlise térmica diferencial

5.7.1.1.1 Excipientes

Nas Figuras 34, 35 e 36 estdo apresentados os resultados das curvas TG e
DTA dos adjuvantes farmacotécnicos escolhidos para fazerem parte da formulacéo
semi-solida utilizada para a incorporacdo da tintura de V. guianensis. Os resultados
da termogravimetria podem ser justificados pelos seus correspondentes nas curvas
de DTA.

Na Figura 34 tém-se o resultado das curvas TG e DTA da hidroxietilcelulose
(HEC), o polimero responsavel pela base gelificante da formulacdo cuja estabilidade
térmica vai até a temperatura de 38,62 °C e a perda de massa final a 600° C foi de
78,5%, valores que podem ser visualizados na Tabela 22. Na mesma figura pode-se
observar a curva DTA do polimero registrando um evento endotérmico na faixa de
temperatura de 29 °C a 74 °C representando a perda de agua e dois eventos
exotérmicos acima de 200 °C onde se tem inicio a decomposicdo térmica da

amostra, valores que podem ser visualizados na Tabela 23.
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Figura 34 - Curvas TG e DTA da hidroxietilcelulose
Tabela 22 - Perfil termogravimétrico da hidroxietilcelulose
A Temperatura °C A massa
39 - 62 7,2%
271- 318 65,7%
434 — 600 5,6%
Tabela 23 - Perfil térmico diferencial da hidroxietilcelulose
Temperatura °C AH Eventos
29-74 352,54 J/g endotérmico
277 — 308 447,93 Jlg exotérmico
311 - 328,5 303,29 J/g exotérmico

Na Figura 35 podem-se visualizar as curvas TG e DTA do Propilenoglicol o
umectante da formulacdo, e observar sua perda de massa em dois eventos
endotérmicos (Tabela 25); sua perda de massa final foi de aproximadamente 97%,

nas faixas de temperatura que podem ser visualizadas na Tabela 24.
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Figura 35 - Curvas TG e DTA do propilenoglicol
Tabela 24 - Perfil termogravimétrico do propilenoglicol
A Temperatura °C A massa
65 — 86 14,2%
114 - 134 82,75%
Tabela 25 - Perfil analitico térmico diferencial do propilenoglicol
Temperatura °C AH Eventos
38-76 117,82 J/g endotérmico
109 — 140 638,35 J/g endotérmico
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A Figura 36 apresenta as curvas TG e DTA do conservante metilparabeno,

cuja estabilidade térmica vai até a temperatura de 143 °C, ocorrendo uma perda de

massa final de aproximadamente 97% (Tabela 26), em apenas um evento

endotérmico (Tabela 27), pois o primeiro evento endotérmico ocorrido na faixa de

temperatura de 125 a 135 °C é referente a sua fusdo, uma vez que 0s processos de

perda de massa somente irdo ocorrer a partir de 144 °C.
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Figura 36 - Curvas TG e DTA do metilparabeno

Tabela 26 - Perfil termogravimétrico do metilparabeno

A Temperatura °C A massa
144 - 157 6,8%
191 - 214 90%

Tabela 27 - Perfil analitico térmico diferencial do metilparabeno
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Temperatura °C AH Eventos
125-135 211,83 J/g endotérmico
182 — 220,5 435 J/g endotérmico

5.7.1.1.2 Misturas binarias

O estudo inicial da formulacdo advém da compatibilidade

entre seus

componentes, gerando uma formulacdo estavel elou instavel. O controle de
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qualidade inicial termoanalitico requer a juncdo do ativo e seus excipientes em uma
mistura fisica na proporcdo 1:1 (em massa).

Na Figura 37 pode-se observar a curva TG da mistura entre o extrato
liofilizado e a HEC (1:1p/p) e visualizar suas perdas de massa na Tabela 28 com
uma perda de massa final de aproximadamente 95%; ainda nessa mesma figura
encontra-se a curva DTA dessa mistura, exibindo os eventos endotérmicos e
exotérmicos de acordo com os eventos de perda de massa da curva TG, onde o0s
valores correspondentes podem ser visualizados na Tabela 29.

TGA OTA
% LY
100.00-
[ 4 600.0
8000
60 00-— 4 400.0
40 00
— TGA 42000
| —— DTA
20,00
| 4 0.00
O OO‘! 1 1 1 1 1 1
0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00
Ternp [C]

Figura 37 - Curva TG da mistura binaria da hidroxietilcelulose e o extrato liofilizado (1:1p/p)

Tabela 28 - Perfil termogravimétrico da mistura binaria da hidroxietilcelulose e o extrato liofilizado

(1:1p/p)
A Temperatura °C A massa
37-72 9,6%
256 — 281,5 33,4%
407 — 437 24%
434 -472,5 4%

517 — 522 23%
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Tabela 29 - Perfil analitico térmico diferencial da mistura binaria da hidroxietilcelulose e o extrato
liofilizado (1:1p/p)

A Temperatura °C AH Eventos
37-75 124.5 Jlg endotérmico
275 — 282 711,96 exotérmico
401 - 470 1,68 KJ/g endotérmico
477,5 -505 1,90 KJ/g endotérmico

Na Figura 38 pode-se visualizar a comparacao entre as curvas TG do extrato

liofilizado, da hidroxietilcelulose e da mistura binaria (1:1p/p).

TGA
%
100 00 Extrato liofilizado
HEC 1
I Mistura (1:1p/p)
80.00-
60.00-
40,00
0.00 100.00 200,00 300.00 40000 500,00 60000

Temp [C]

Figura 38 - Curvas TG do extrato liofilizado, da hidroxietilcelulose e da mistura binaria (1:1p/p)

Na Figura 39 podem-se visualizar as curvas TG e DTA da mistura binaria do
propilenoglicol e do extrato liofilizado (2:1p/p) e na Tabela 30 observar as faixas de
temperatura que estao ocorrendo os eventos de perda de massa, cuja porcentagem
de perda final de massa € de aproximadamente 91%, na Tabela 31 podem-se
visualizar os valores e os tipos de eventos envolvidos nessa perda de massa. E na
Figura 40 pode-se observar a comparacao entre as curvas TG do extrato liofilizado,

do propilenoglicol e da sua mistura binaria (2:1p/p).
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Figura 39 - Curvas TG e DTA da mistura binaria entre o propilenoglicol e o extrato liofilizado (2:1p/p)

Tabela 30 - Perfil termogravimétrico da mistura binaria do propilenoglicol e o extrato liofilizado (2:1p/p)

A Temperatura °C A massa
53-76 8%
99 - 138 54%
204 — 261 14%
464,5 - 532 3%
540 — 565 12%

Tabela 31 - Perfil analitico térmico diferencial da mistura binaria do propilenoglicol e o extrato
liofilizado (2:1p/p)

A Temperatura °C AH Eventos
32-88,5 93,65 J/g endotérmico
94 — 138 277,37 Jlg endotérmico
189 — 204 1,62 J/g endotérmico
464 — 491 45,04 J/g exotérmico

506 — 593 1,54 KJ/g exotérmico
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Figura 40 - Curvas TG do extrato liofilizado, propilenoglicol e da mistura binaria (2:1p/p)

Na Figura 41 podem-se visualizar as curvas térmicas de TG e DTA da mistura
do metilparabeno e o extrato liofilizado (1:1p/p), com eventos que se somam quando
comparados com as curvas TG das substancias separadas. O primeiro evento na
faixa de temperatura de 40 °C a 62 °C é correspondente a perda de umidade, a
degradacédo do metilparabeno é realizada até a temperatura de 214 °C, portanto o
terceiro evento de perda de massa é associado somente ao extrato liofilizado, que
possuira sua decomposicao total entre 443 °C e 492 °C. Nas Tabelas 32 e 33 podem
ser visualizados os valores de porcentagem de perda de massa e os valores das

entalpias envolvidas nesses processos, respectivamente.
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Figura 41 - Curva TG da mistura binaria do metilparabeno e o extrato liofilizado (1:1p/p)

Tabela 32 - Perfil termogravimétrico da mistura binaria do metilparabeno e o extrato liofilizado (1:1p/p)

A Temperatura °C A massa
40 - 62 6,75%
154 - 188 29,34%
217 — 246 27,8%
489 — 589 18%

Tabela 33 - Perfil analitico térmico diferencial da mistura binaria do Metilparabeno e o extrato
liofilizado (1:1p/p)

A Temperatura °C AH Eventos
124 -132,5 92,03 J/g endotérmico
181 -192 35 J/g endotérmico
329 - 504 312,26 J/g endotérmico

513 -572,5 96,5 J/g exotérmico
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Na Figura 42, visualizam-se as curvas TG do metilparabeno, do extrato

liofilizado e da mistura binaria (1:1 p/p)

TGA
%
2000 — Extrato liofilizado
I Metilparabeno
Mistura (1:1p/p)
30.00-
50.00-
10.00-
0.00 100.00 500,00 300.00 400,00 500.00 600,00

Temp [C]

Figura 42 - Curvas TG do metilparabeno, do extrato liofilizado e da mistura binaria (1:1p/p)

5.7.1.2 Calorimetria exploratoria diferencial

5.7.1.2.1 Excipientes

Nas Figuras 43, 44 e 45 serdo apresentadas as curvas DSC dos adjuvantes
empregados na formulacgéao fitoterapica semi-sélida de uso tépico.

A Figura 43 apresenta a curva DSC da HEC, exibindo um evento endotérmico
até a temperatura de 134 °C referente a perda de umidade e outro evento
exotérmico acima de 200 °C marcando o inicio da decomposi¢do do polimero; as

entalpias envolvidas nesses eventos podem ser visualizadas na Tabela 34.
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Figura 43 - Curva DSC da hidroxietilcelulose

Tabela 34 - Perfil calorimétrico exploratério diferencial da hidroxietilcelulose

A Temperatura °C AH Eventos
88,5-134 69,25 J/g endotérmico
187 - 2145 4,08 J/g exotérmico

275 — 302 132,5 J/g endotérmico

Na Figura 44 pode-se observar a curva DSC do propilenoglicol exibindo um
evento endotérmico marcante na faixa de temperatura de 230 °C a 235 °C
caracteristico do processo de fusdo desse umectante, cuja entalpia pode ser

visualizada na Tabela 35.
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Figura 44 - Curva DSC do propilenoglicol

Tabela 35 - Perfil calorimétrico exploratério diferencial do propilenoglicol

A Temperatura °C AH Eventos
176 — 205 39,11 J/g endotérmico
216 — 225 62,82 J/g endotérmico
230 — 235 154,25 J/g endotérmico

A Figura 45 apresenta-se constituida pela curva DSC do metilparabeno, cujo
primeiro evento endotérmico faz referéncia a fusdo desse conservante, ocorrida na
faixa de temperatura de 126 °C a 132 °C. As demais temperaturas e entalpias

envolvidas nos eventos endotérmicos podem ser visualizadas na Tabela 36.
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Figura 45 - Curva DSC do metilparabeno

Tabela 36 - Perfil calorimétrico exploratorio diferencial do metilparabeno

A Temperatura °C AH Eventos
126 — 132 149 J/g endotérmico
198 — 208 81,64 J/g endotérmico
231 -241 36,5 J/g endotérmico

5.7.1.2.2 Misturas binarias
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A associacao dos excipientes com o extrato liofilizado, o componente ativo

proveniente da tintura, também apresentou um perfil calorimétrico exploratério

diferencial, apresentado nas figuras a seguir, assim como também apresentaremos

figuras contendo as curvas comparativas entre o excipiente, o extrato liofilizado e a

mistura entre eles.

Na Figura 46 pode-se observar a curva DSC da mistura binaria (1:1p/p) do

HEC com extrato liofilizado, apresentando inicialmente um pico endotérmico

referente a desidratacdo e finalizando com outro evento endotérmico caracteristico

da decomposicao desse material, os valores das entalpias desses processos podem
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ser visualizados na Tabela 37. E na Figura 47 observa-se a comparacao entre as
curvas TG da HEC, do extrato liofilizado e a mistura binaria gerado pelo dois na

proporcgéo de 1:1 em peso.

DSC
Pty

10[3 00 205 00 305 00
Ternp [C]

Figura 46 - Curva DSC da mistura binaria da hidroxietilcelulose e o extrato liofilizado (1:1p/p)

Tabela 37 - Perfil calorimétrico diferencial da mistura binaria da hidroxietilcelulose e o extrato
liofilizado (1:1p/p)

A Temperatura °C AH Eventos

33-79,5 73,92 J/g endotérmico
194 — 296 253,4 J/g endotérmico
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Figura 47 - As curvas DSC da mistura binaria da hidroxietilcelulose e o extrato liofilizado (1:1p/p)

Na Figura 48 observa-se a curva DSC da mistura binaria do propilenoglicol
com o extrato liofilizado na proporcédo de 2:1 em peso, as entalpias envolvidas no
processo podem ser visualizadas na Tabela 38. Na Figura 49 pode-se visualizar a
comparacao das curvas DSC do extrato liofilizado, do propilenoglicol e da mistura

(2:1 p/p) entre os dois.
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Figura 48 - Curva DSC da mistura binaria de propilenoglicol e extrato liofilizado (2:1 p/p)
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Tabela 38 - Perfil calorimétrico diferencial do extrato liofilizado, do propilenoglicol e da mistura binéria

(2:1 p/p)

A Temperatura °C AH Eventos
163 — 167 225,51 J/g endotérmico
193 - 207 48,44 Jlg endotérmico

Dsc
mW_

0.00-

-10.00)

-20.00-

-30.00)

| ——  Extrato liofilizado

[ —— Propilenoglicol

_40_00__ Mistura (2:1p/p)

100.00 500,00 300,00
Temp [C]

Figura 49 - Curvas DSC do propilenoglicol, do extrato liofilizado e da mistura binaria (2:1 p/p)

Na Figura 50 pode-se visualizar a curva DSC da mistura binaria do
metilparabeno com o extrato liofilizado (1:1 p/p) e visualizar o ponto de fusdo do
conservante na faixa de temperatura de 123 °C a 129 °C e um evento endotérmico
ap0s a temperatura de 168 °C, marcando a decomposicdo dessa associacdo. As
entalpias referentes a esses processos poderao ser visualizadas na Tabela 39. E na
Figura 51 podem ser observadas as curvas DSC do metilparabeno, do extrato

liofilizado e da mistura binaria entre os dois na proporcao de 1:1 em massa.



124

DsC
T

-10.00-

500,00

0000 300,00
Temp [C]

Figura 50 - Curva DSC da mistura binaria do metilparabeno com o extrato liofilizado (1:1p/p)

Tabela 39 - Perfil calorimétrico exploratério diferencial da mistura binaria do metilparabeno com o

extrato liofilizado (1:1p/p)
A Temperatura °C AH Eventos
123 -129 96,58 J/g endotérmico
168 — 191 74,45 Jlg endotérmico
Dsc Temp
Iy c
4 300.00
000 W
4 200.00
5,001
4100.00
Extrato liofilizado
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700.00 200.00 300.00
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Figura 51 - Curvas DSC do metilparabeno, do extrato liofilizado e da mistura binaria (1:1p/p)
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5.7.1.3 Perfil espectrofotométrico na regido do infravermelho
5.7.1.3.1 Excipientes

Nas figuras a seguir encontram-se 0s espectros de absorcdo na regido do
infravermelho  dos adjuvantes utilizados na pré-formulacdo fitoterapica
antimicrobiana contendo as folhas de V. guianensis .

Na Figura 53 podem-se visualizar as bandas de absorcéo caracteristicas do
polimero hidroxietilcelulose (Figura 52). Onde podemos visualizar uma banda larga
de absorcdo na regido de 3334 cm™ provenientes da ligacdo O-H, uma banda média
de absorcdo na regido de 2900 cm™ caracteristica da ligacdo C-H, uma banda de
absorcdo em 1600 cm™ caracteristica da ligacdo C-C de ciclicos, uma banda larga
de absorcdo em 1000 cm™ caracteristica da ligacdo C-O. Todas essas regides de
absorcao e suas ligacdes caracteristicas estdo apresentadas de forma resumida na
Tabela 40.
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Figura 52 - Estrutura quimica da hidroxietilcelulose
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Figura 53 - Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho para a hidroxietilcelulose

Tabela 40 - Nimeros de onda (cm™) e ligacBes caracteristicas do espectro na regido do infravermelho

para a hidroxietilcelulose

Regido de absorcéo Tipo de ligacao
3550-3200 cm™ O-H
2900 cm™ C-H
1600 cm™ c-C
1200-1000 cm™* C-0

O espectro contido na Figura 55 é correspondente ao umectante
Propilenoglicol (Figura 54), cujas bandas de absorcéo caracteristicas sédo: 3303 cm™
uma banda intensa caracterizando o grupo hidroxila proveniente de alcodis, duas
bandas de absorcdo em 2971 e 2930 cm™ caracteristicas da ligacdo C-H (de
alcanos) e uma banda intensa de absorcédo em 1000 cm™ caracteristica da ligacéo
C-O proveniente de alcodis. Todas essas regides podem ser visualizadas de forma

resumida na Tabela 41.
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Figura 54 - Estrutura quimica do propilenoglicol (1,2-propanodiol)
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Figura 55 - Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho para o propilenoglicol

Tabela 41 - Nimeros de onda (cm™) e ligagcbes caracteristicas do espectro na regido do infravermelho

para o propilenoglicol

Regido de absorcéo Tipo de ligacao
3550-3200 cm™ O-H
3000-3840 cm™ C-H
1200-1000 cm™ Cc-0

O espectro de absorcdo no IV para o metilparabeno (Figura 56) pode ser
visualizado na Figura 57, onde se observa um agregado de bandas de absorc¢ao, de

onde podemos destacar uma banda de absorcdo em 3286 cm™ caracteristica da
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ligagcdo O-H provenientes do fenol, uma banda de absorc&o na regido de 2900 cm™
caracteristica da ligacdo C-H do grupo aromatico, uma banda de absor¢cdo em 1670
cm™® caracteristica da ligagdo C=0 provenientes de ésteres, uma ligacdo em 1220
cm™® caracteristica da ligacdo C (=0)-O de acetato e uma banda de absorcédo em
770 cm caracteristica de composto aromaticos. Tais bandas e suas deformacdes

axiais podem ser visualizadas na Tabela 42.

o OCH4

OH
Figura 56 - Estrutura quimica do metilparabeno (éster metilico do &cido 4-hidroxibenzoico)
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Figura 57 - Espectro de absorcao na regido do infravermelho para o metilparabeno
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Tabela 42 - Nimeros de onda (cm'l) e ligaces caracteristicas do espectro na regido do infravermelho
para o metilparabeno

Regiéo de absorcéo Tipo de ligacao
3550-3200 cm™ O-H
2900 cm™ C-H
1670 cm™ Cc=0
1220 cm™ C (=0)-0
770 cm™ C-H

5.7.3.2 Misturas binarias

Nas Figuras 58, 59 e 60 podem-se visualizar 0os espectros de comparacao

entre os excipientes, o extrato liofilizado de V. guianensis e suas mistura binarias.
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Figura 58 - Espectros na regido do infravermelho da hidroxietilcelulose, do extrato liofilizado e da

mistura binaria 1:1 (p/p)
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Figura 59 - Espectros na regido do infravermelho do propilenoglicol, do extrato liofilizado e da mistura
binaria 2:1 (p/p)
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Figura 60 - Espectros na regido do infravermelho do metilparabeno, do extrato liofilizado e da mistura
binaria 1:1 (p/p)
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5.8 Obtencdo da formulacéo fitoterapica semi-solida contendo a tintura das

folhas de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

A base gelificante foi preparada sob a temperatura de 55 + 2 °C e somente
apos 24 h de resfriamento e repouso e a tintura hidroalcéolica foi incorporada a ela.
Sendo preparadas formulacdes semi-sélidas contendo 5% e 10% da tintura. O gel
obtido a 5% apresentou-se com uma aparéncia visual bem mais limpida que o gel
obtido incorporando-se 10% da tintura, 0 mesmo apresentou-se com inumeras
particulas que ndo se incorporaram totalmente a base e uma consisténcia mais
viscosa de dificil fluidez sobre a pele.

Sua coloracdo apresentou-se em um amarelo escuro, aparéncia heterogénea

e odor caracteristico da tintura de V. guianensis.

5.9 Avaliacao preliminar da estabilidade da formulacéao fitoterapica semi-sdlida

contendo atintura das folhas de Vismia guianensis (Aubl.) Choisy

5.9.1 Teste de centrifugacéo

A base gelificante mesmo sob da forca centrifuga gerada pela centrifugacao
apresentou-se aparentemente sem sinais de instabilidade, uma vez que ndo ocorreu
separacdo de fases, somente ocorreu sedimentacdo das particulas nao
incorporadas totalmente a base gelificante. Notou-se que quanto maior a quantidade
da tintura presente no gel, maior é quantidade de particulas que nado se
incorporaram a base gelificante e acabaram precipitando por acdo da forca

centrifuga.
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5.9.2 Caracteristicas organolépticas

O aspecto, cor e odor tanto das amostras de referéncia como das amostras
que sofreram o0 estresse térmico permaneceram 0S mesmos, com leves
modificacbes devido a exposicdo a temperatura elevada de 45 + 2 °C.
Apresentando-se com uma cor amarelo escura, aspecto heterogéneo devido a
presenca de substancias que nao se incorporaram totalmente a base gelificante e
odor forte caracteristico da tintura de V. guianensis.

5.9.3 Caracteristicas fisico-quimicas

5.9.3.1 Valor de pH

O estresse térmico pelo qual passaram as amostras: referéncias (5% e 10%
da tintura) que permaneceram a temperatura ambiente (25 °C + 2 °C) e as amostras
de lotes de bancada: 1 (5%) e lote de bancada 2 (10%) que permaneceram a
temperatura de 45 °C + 2 °C, durante um periodo de 6 dias, onde a cada 24 h
completava-se um ciclo, totalizando-se 6 ciclos.

O pH das amostras a 5% permaneceu na faixa de 4,5 + 0,37%, ja o pH das
amostras a 10% teve uma meédia de 4,65 * 0,15%, resultados que podem ser

visualizados nos graficos das Figuras 61 e 62.



133

Estresse térmico

i —o— Referéncia

i —— Lote de bancada 1

Valores de pH
o = N w H (03] (o)}
1

t1 12 t3 t4 t5 t6

Ciclos (24 h-24 h)

Figura 61 - Determinacéo do pH da amostra de referéncia 5% (25 °C + 2 °C) e do lote de bancada 1
(45 °C £ 2 °C) na proporcéo de 5 %
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o = N w H i a
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Figura 62 - Determina¢é@o do pH da amostra de referéncia 10% (25 °C + 2 °C) e do lote de bancada 2
(45 °C £ 2 °C) na proporcao de 10 %



134

6. DISCUSSAO



135

6. DISCUSSAO

Para a obtencdo de qualquer derivado de planta medicinal, podendo ser ele
um medicamento fitoterapico em qualquer uma de suas formas, o controle de
qualidade é exigido desde o cultivo, manejo e colheita das espécies vegetais;
passando-se pela obtencdo do produto intermediério até a obtencdo da formulacéo.
Seguindo um conjunto de critérios foi possivel caracterizar a matéria-prima vegetal,
seu derivado e a formulagdo antimicrobiana semi-sélida, designando um
planejamento adequado a ser seguido para se estabelecer os parametros controle
de qualidade.

ApOGs a aquisicAo da matéria-prima vegetal, realizou-se a identificacdo
botanica da espécie a qual pertenciam as folhas estudas neste trabalho, cuja
exsicata (Figura 5) encontra-se depositada no herbario do Museu Emilio Goeldi,
garantindo-se sua confirmagdo taxondmica e evitando a ocorréncia de qualquer
equivoco quanto a utilizacdo errbnea de outras espécies.

As caracteristicas anatdbmicas das folhas de V. guianensis, também foram
fundamentais na identificacdo da espécie, pois trabalhos sobre microanatomia foliar
dessa espécie sdo escassos, sendo que os relacionados com minas foliares sdo os
mais estudados abordando a relacéo inseto — plantas.

Analisando-se a Figura 8 observa-se a presenca de tricomas glandulares na
superficie abaixal do limbo da folha. O termo tricoma é utilizado para designar
gualquer apéndice epidérmico, seja este uni ou multicelular (FAHN, 1990). Os
tricomas, geralmente, sdo estruturas simples, que tém ampla variacdo quanto a
forma, ao tamanho, ao conteudo e, principalmente, a funcdo (MAUSETH, 1995) e os
tricomas glandulares estdo envolvidos com a protecdo quimica, através de liberacéo
de substéancias lipofilicas (VALKAMA et al. 2003). Embora a ocorréncia de tricomas
nao seja comum a familia Clusiaceae (CRONQUIST,1981) os estudos de Almeida-
Cortez e Melo-de-Pinna (2006), também relataram presenca de tricomas na face
abaxial de V. guianensis.

Outra estrutura bastante evidenciada foram os idioblastos contendo drusas de
cristais de oxalato de célcio espalhados pela epiderme e pelo mesofilo, tanto no
colénquima quanto no parénquima fundamental corroborando aos estudos de

Almeida-Cortez e Melo-de-Pinna (2006), que também evidenciaram a presenca de
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idioblastos contendo drusas no mesdfilo e em células secretérias presentes apenas
no paréngquima esponjoso.

A presenca de cristais de oxalato de célcio foi descrito por Metcalfe e Chalk
(1950) e por Cronquist (1981) para a familia Clusiaceae, bem como os idioblastos
fendlicos, que sdo associados a protecdo da planta contra ataque de
microorganismos herbivoros (BONELLO et al. 2006).

As caracteristicas morfologicas e anatdbmicas das folhas de V. guianensis
ajudaram na identificacdo da espécie, assim como tracaram aspectos da superficie
das mesmas. Desses aspectos depende, em grande parte, a adaptacdo das plantas
ao seu ambiente, pois sdo as caracteristicas quimicas e/ou morfolégicas da
superficie foliar que condicionam, por exemplo, a quantidade de luz absorvida ou
refletida, o grau de hidrofobia do 6rgéo, a pressao de vapor do ar em contato com as
folhas, a eficiéncia do 6rgado em defender-se de parasitas e patdgenos, a quantidade
de poluentes ou defensivos absorvida e, evidentemente, a magnitude da
transpiracdo cuticular (SALATINO et al. 1986).

Apoés a confirmacdo da espécie, as folhas previamente selecionadas foram
lavadas com etanol 70 °GL, para controlar a carga microbiolégica que possivelmente
poderiam estar presentes no material vegetal; ap0s essa fase a secagem das folhas
em temperatura ambiente seguida de secagem a 40 £ 2 °C em estuda de ar
circulante promoveu a estabilizacdo quimica e a retencdo dos microorganismos, pois
a eliminacao de maior parte do conteudo de agua conseguiu favorecer a inativacao
dos sistemas enzimaticos presentes no conteudo celular destruindo um 6timo local
para o desenvolvimento de microorganismos que a planta traz normalmente consigo
(CUNHA, 2005).

Apés secagem, as folhas foram trituradas em moinho de facas até a obtencao
de um po, o qual sofreu uma caracterizacao fisica de sua constituicdo através da
granulometria. A distribuicdo granulométrica de drogas vegetais determina a
superficie de contato disponivel para interacdo com o solvente utilizado na obtencao
do derivado vegetal, visto isso, € um parametro preliminar e importante para a
escolha do processo de extracdo adequado, ja que é uma influéncia direta sobre a
eficiéncia do processo extrativo (SANTOS et al. 2000). A distribuicdo granulométrica
do p6 das folhas de V. guianensis ilustrada na Figura 14 classificou-o como um po6
grosso, determinante para a escolha do processo de maceragao para a obtencéo da

tintura hidroalcoolica.
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Além da caracterizacao fisica, o p6 das folhas secas também passou por uma
caracterizacdo quimica através da determinacdo da perda por dessecacéo e do teor
de cinzas totais. A presenca de quantidades excessivas de gua em drogas vegetais
propicia 0 desenvolvimento de microorganismos, insetos, hidrélise e consequente
deterioragcdo dos constituintes da droga, por isso existe a necessidade do
estabelecimento de limites de umidade para drogas vegetais (FARMACOPEIA
BRASILEIRA 4. Ed., 1988). A média da porcentagem de perda por dessecacdo do
p6é foi de 11,60+0,12% (p/p) (Tabela 3), o qual se encontra dentro do limite
estabelecido por diferentes farmacopéias que esta entre 8 e 14%, indicando uma
boa conservacdo e uma secagem eficiente da matéria prima vegetal (SHARAPIN,
2000).

A determinacgdo da pureza da amostra foi realizada através da determinagéo
do teor de cinzas totais permitindo a quantificacdo do residuo nao volatil inorganico
presente nas drogas vegetais como integrante natural destas, sendo constituido, em
particular, por carbonatos, cloretos e diversos tipos de 6xidos (COSTA, 2000). A
temperatura de 600 °C pode-se encontrar o teor de cinzas que corresponde aos sais
minerais ou impurezas contidas na amostra (ARAUJO et al. 2006), que foi de
1,64+0,25%. A pequena variacdo de porcentagem obtida entre as triplicatas foi
utilizada como parametro de controle de qualidade desse material vegetal, uma vez
gue a V. guianensis ndo possui monografia descrita em farmacopéias.

Apés a caracterizacdo da droga seca pulverizada, obteve-se a tintura de V.
guianensis a partir do p6é de suas folhas, utilizando como liquido extrator um solvente
geral: o alcool etilico e sua mistura com agua, formando uma solucéo hidroalcdéolica
a 70 °GL. A caracterizacdo dessa tintura foi baseada na determinacdo de seu pH,
densidade e perda por dessecacao. A densidade da tintura foi de 0,89 g/mL, dentro
da faixa que varia de 0,87 a 0,98 g/mL, correspondente a densidade de tinturas a
temperatura de 15 °C a 20 °C, utilizando-se o método do picnémetro (PRISTA et al.
1990).

O teor de sdlidos € indicativo do teor de agua e substancias volateis da tintura
a 105 °C apresentou um valor de 9,5% (m/m) de residuo seco, correspondente a
93,33+0,34% de umidade, fornecendo dados acerca do rendimento de extracao, ja
gue a secagem influi no estado de integridade das estruturas celulares, expondo-as
mais ou menos ao contato com os solventes (HARBONE et al. 1986). Além do mais,

sob o ponto de vista tecnoldgico e de producdo, é importante conhecer
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guantitativamente o conteido de 4gua presente na matéria-prima vegetal, para que
este valor seja considerado nos calculos de rendimento que foi de 8,6% (OLIVEIRA
et al. 2001). O resultado do pH da tintura foi de 5,69+0,09% caracterizando-a como
acida, provavelmente devido a presenca de antraquinonas encontradas na tintura;
pois os grupos hidroxilas localizados nos carbonos C-1 e C-8 das antraquinonas tém
uma acidez comparavel aquela dos &cidos organicos, por construirem uma estrutura
semelhante a de um &cido carboxilico (FALKENBERG, 2007).

Varios fatores, como radiacao, luz, ar, pH e a presenca de outras substancias
guimicas contaminantes podem afetar qualquer componente de uma formulagéo
farmacéutica, influenciando na sua estabilidade. Dentre esses, a temperatura e a
umidade sao os principais fatores que podem causar instabilidade nas formulacdes,
pois podem facilmente induzir a degradagdo das substancias, mesmo em curto
prazo. Os resultados contidos na Tabela 8 para a tintura hidroalcoolica, o produto
intermediario, sdo de relevancia para a obtencdo da formulacdo, uma vez que os
mesmos influenciam na escolha dos adjuvantes farmacéuticos que irdo compor a
nossa formulacao semi-sdlida fitoterapica.

A pesquisa quimica iniciou-se com da triagem fitoquimica, onde se pode
determinar qualitativamente os principais grupos de constituintes quimicos da
espécie vegetal, através de simples testes de reacéo de cor e precipitacao; a partir
dai direcionou-se o fracionamento do extrato para o isolamento dos grupos de maior
interesse (SHARAPIN, 2000). A prospeccdo quimica da tintura mostrou resultado
positivo para: saponinas espumidicas, acucares redutores, catequinas, esteroides e
triterpendides, alcalbides, dpsidios e dpsonas, e resultado indicativo para: flavonais,
flavanonas, flavanondis e xantonas, flavononais.

O primeiro passo para o controle de qualidade de determinado medicamento
fitoterapico € a caracterizacdo botanica do material vegetal e posteriormente a
definicdo de qual ou quais substancias marcadoras devem estar presentes, de modo
a assegurar a identidade da planta. No caso da espécie em estudo a literatura cita
diferentes tipos de metabdlitos secundarios fazendo parte de sua constituicao.
Sendo a classe das antraquinonas preniladas o metabdlito secundario restrito ao
género Vismia (MIRAGLIA et al. 1981; BOTTA et al. 1983; BOTTA et al. 1985; BILIA
et al. 2000).

O estudo de Politi e colaboradores (2004) cita diferentes metabdlitos

secundarios presentes nas folhas V. guianensis; sendo a classe das antraquinonas
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tidas como componentes majoritarios, cujo seu esqueleto base € a emodina. Apesar
de o screening fitoquimico visualizado na Tabela 9, ter resultado negativo para a
presenca desse metabolito realizou-se as andlises cromatograficas para a
determinacdo da presenca de antraquinonas na tintura hidroalcéolica. Tal fato
provavelmente ocorreu devido tratar-se de uma analise cujo método é qualitativo,
baseado em reativos de cores e precipitacdo; portanto a presenca de inUmeras
substancias na tintura das folhas como gorduras, ceras, carotendides e clorofila,
pode ter mascarado o resultado falso negativo.

Apos a CCD analitica realizada com o extrato seco da tintura, a fracdo acetato
de etila e as sub-fracdes A e B, observou-se que a mancha caracteristica da sub-
fracdo A (Rf 0,83) e a mancha caracteristica da sub-fracdo B (Rf 0,72) podem ser
visualizadas nas demais amostras. Indicando que tais sub-fracbes sao provenientes
da tintura hidroalcéolica, sendo elas entdo utilizadas para tracar o perfil de
composicao da tintura das folhas de V. guianensis.

O isolamento e a purificacdo de quinonas séo realizados geralmente através
da cromatografia em coluna (usando gel de silica ou alternativamente resinas como
o Sephadex LH-20 e/ou Amberlite XAD-2) e cromatografia em camada delgada
preparativa (VAN DEN BERG e LEBADIE, 1989). A analise cromatografica das
diferentes fracdes obtidas da tintura apresentou compostos que desenvolvem bem
com agua, metanol e acetato de etila e reagem com a solucdo de KOH a 10%,
revelando a presenca de componentes antraquindnicos. A fracdo acetato de etila é a
gue demonstra melhor separacao das substancias, apresentando manchas com Rfs
bem definidos. Essa fracdo foi entdo submetida a uma CCD preparativa da qual
obtivemos duas sub-fracdes A e B.

As sub-fracbes A e B foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia e nos forneceram um perfil da composicdo da tintura de Vismia
guianensis. Analisando-se as Figuras 18 e 19 visualizamos o0s cromatogramas
correspondentes as duas sub-fracbes, comparando-se esses cromatogramas aos
cromatogramas de Politi e colaboradores (2004), pode-se visualizar 0s mesmos
tempos de retencdo, nos quais podemos identificar a presenca de compostos
fendlicos, um possivel derivado de xantona e diferentes tipos de antraquinonas.

Além de tracar o perfil de composicéo das sub-fracbes a cromatografia liquida
de alta eficiéncia serviu para determinar os maximos de absor¢cdo da tintura e da

fracdo acetato de etila. Analisando-se a Figura 20 pode-se notar que a tintura, por se
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apresentar constituida por diferentes componentes, apresentou diferentes maximos
de absorcdo. Ja a fracdo acetato de etila, livre de certos interferentes como a
clorofila, apresentou apenas um maximo de absorcdo em 289,6 nm, semelhante ao
maximo de absorcdo da emodina (290 nm). Comprimento de onda entdo utilizado
para a validacdo do método de quantificacdo das antraquinonas totais com
equivalentes em emodina, o marcador externo de V. guianensis.

O presente trabalho utilizou além das metodologias classicas contidas em
farmacopéias, outras metodologias para a caracterizacdo preliminar da matéria-
prima vegetal, do produto intermediario e da formulagdo. A escolha da andlise
térmica e da espectrometria no infravermelho para o desenvolvimento deste trabalho
reside no fato de este grupo de técnicas ter despertado, nos ultimos anos, um
grande interesse de muitos pesquisadores para estudos que envolvam a
caracterizacdo preliminar de produtos fitoterapicos utilizando-se pequenas
guantidades da matéria-prima vegetal e reduzindo-se o tempo gasto com a obtencao
dos resultados. Apesar de tais metodologias necessitarem de mais investimentos
com material tecnologico, o resultado final € compensador, pois geram resultados
comprovadamente de maior credibilidade (SILVA JUNIOR et al. 2006a; SILVA
JUNIOR, 2006b; ALVES, 2008; NUNES, 2008; NUNES et al. 2009).

Na Figura 15 pode-se observar a variacdo de perda de massa do po das
folnas de V. guianensis em funcdo da temperatura, enquanto essa amostra foi
submetida a uma programacao controlada até 600 °C. O primeiro evento térmico
(Tabela 4) registra uma perda de massa de 12%, correspondente a perda de agua
superficial ou de umidade, semelhante ao teor de perda de massa ocorrido na perda
por dessecacdo do pdé 11,60+0,12% (Tabela 3) aproximadamente 12% a
temperatura de 105 °C. Ap0s a desidratacdo do material, 0os proximos eventos acima
de 200 °C registraram a decomposicdo dos componentes organicos do po,
culminado na obtencdo de suas cinzas, acima de 600 °C (ARAUJO et al. 2006);
resultados confirmados com 0s seus eventos correspondentes na curva DTA
(Tabela 5).

A curva DSC do pé (Figura 16) demonstrou inicialmente um evento
endotérmico consumindo uma energia de 268,77 J/g, caracteristico dos processos
de liberacdo de agua e umidade. Os processos de decomposicdo térmica do
material tiveram inicio a temperatura de 200 °C, sendo evidenciado por dois eventos

consecutivos: endotérmico e exotérmico (Tabela 6).
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Analisando-se o perfil termoanalitico do extrato liofilizado da tintura de V.
guianensis, sua perda de massa em funcdo da temperatura, visualizada na Figura
21, inicia-se por dois eventos correspondentes a perda de agua e substancias
volateis (Tabela. 10), apds essa perda, outros eventos térmicos foram evidenciados,
correspondentes a decomposicdo térmica dos carboidratos e formacdo dos
compostos carbonaceos culminando na formacdo de cinzas a temperatura de 600
°C, eventos confirmados também pela curva DTA (Tabela 11). E para a curva DSC
(Figura 22) evidenciaram-se dois processos endotérmicos (Tabela 12),
caracteristicos do processo de liberacdo de agua. Sendo que a decomposicao
térmica do extrato ocorreu com um evento exotérmico a temperatura de 368,47 °C.

Os resultados dos perfis térmicos através da termogravimetria, da analise
térmica diferencial e da calorimetria exploratoria diferencial quando comparados aos
métodos convencionais: determinacdo da perda por dessecacéo e teor de cinzas
totais, preconizados pela Farmacopéia Brasileira 4. Ed. (1988) mostram-se
satisfatorios, possuindo resultados semelhantes, obtidos em um curto periodo de
tempo.

O espectro obtido no infravermelho forneceu um agregado muito rico de
bandas de absorcéo. A andlise das bandas caracteristicas de determinados grupos
funcionais de uma molécula fornece, através de um simples exame do espectro e
consulta a tabelas de dados, um conjunto valioso de informacdes sobre a estrutura
da molécula (BARBETTA e MAGINI, 2006). Ao se analisar os espectros na regiao do
infravermelho para o p6 das folhas e para o extrato liofilizado da tintura (Figuras 17 e
23 e Tabelas 7 e 12) notou-se que as regibes de absorcdo sao bastante
semelhantes entre elas. Observou-se também uma intensificacdo das bandas de
absorcdo com relacdo aos resultados da droga seca e seu produto intermediério,
comprovando que o0 processo extrativo foi eficaz, capaz de extrair os componentes
ativos presentes na matéria-prima vegetal. Provavelmente a substancia em questao
apresenta-se formada por hidroxilas provenientes de alcoodis ou fendis, carbonilas e
compostos aromaticos, identificados pelas suas regides de absorcéo
correspondentes a deformacédo axial de varios tipos de ligacdo (SILVERSTEIN et al.
2007).

A intencdo inicial do presente estudo seria a obtencdo de uma formulacéo
fitoterapica antimicrobiana, baseada em relatos da medicina popular tradicional.

Portanto fez-se necessaria a avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrato seco
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da tintura de V. guianensis realizada através do método de difusdo em disco em
meio sélido. Dentre as técnicas de difusédo, esse método € o mais adequado para se
trabalhar com extratos vegetais coloridos e ou extraidos com solventes organicos,
pois é possivel evaporar o solvente do disco, antes da colocagéo deste no meio de
cultura (RIOS et al. 1988) e a cor ndo interfere na leitura dos resultados. Nesse
método, entretanto, a presenca de matéria particulada na amostra pode interferir na
difusdo da substancia antimicrobiana no 4gar, mas o pequeno volume necessario e
a possibilidade de testar de quatro a cinco compostos por placa (Figura 24) frente a
um unico microrganismo foram vantagens observadas quando esse foi empregado
(VANDENBERGHE e VLIETINCK, 1991).

Todas as concentracbfes do extrato seco da tintura das folhas de V.
guianensis foram sensiveis apenas a bactéria gram-positiva: Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) (Tabela 14), corroborando aos resultados obtidos nos estudos de
Santos e colaboradores (2007).

Segundo a RDC n° 48 o melhor marcador é aquele que preferencialmente
tenha correlacdo com o efeito terapéutico (BRASIL, 2004). E o marcador utilizado
como padrdo externo foi a emodina (1,3,8-trihidroxi-6-metilantraquinona); uma
antraquinona purgativa encontrada em muitas plantas, especialmente na Cassia
occidentalis L., possuindo atividades inibitérias da monoaminooxidase e da
tirosinaquinase (JAYASURIYA et al. 1992; KUMAR, et al. 1998) apresentando
também atividade antioxidante (CHOI et al. 2000). Foi relatado também seu uso
como antimicrobiano, antineoplasico e agente cartatico, além de possuir um notavel
efeito  bacteriostatico sobre bactérias gram-positivas, especialmente 0s
Staphylococcus. aureus (CHUKWUJEKWU et al. 2005).

A emodina também tem sido mencionada por exibir propriedades
antiinflamatérias, pela reducdo da producéo de citocinas em linfécitos T humanos e
células endoteliais (KUMAR et al. 1998; KUO et al. 2001). Ela demonstra efeitos
antiproliferativos em varias linhagens celulares de cancer ao promover a apoptose
via caspases (SRINIVAS et al. 2003), ou ainda por meio da inibicdo da proteina
tirosina quinase. Os efeitos antibacterianos da emodina em Escherichia coli sédo
explicados em razdo de esta interferir na respiracdo e também no transporte de
solutos nas membranas (CHAN et al. 1993).

A caracterizacdo desse marcador foi realizada pelos métodos analiticos

presentes nesse trabalho, inicialmente as analises térmicas revelaram seu
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comportamento em atmosfera dinamica inerte de nitrogénio. O padréo externo
apresentou estabilidade térmica até a temperatura de aproximadamente 90 °C
(Tabela 15), a temperatura de 94 °C evidenciou-se um pico endotérmico marcando o
inicio da perda de massa por desidratacdo da amostra. Na faixa de temperatura de
291 a 322° C existe uma perda de massa intensa de 74% da amostra. Acima de 305
°C visualizaram-se trés eventos exotérmicos responsaveis pela formacdo dos
componentes carbonaceos, até a perda de massa final a temperatura de 600° C de
aproximadamente 99%.

A curva DSC da emodina apresenta-se formada por dois eventos
endotérmicos, o inicial € correspondente a perda de agua e o final é correspondente
ao seu ponto de fuséo ocorrido a temperatura de 261 °C onde ndo se observam
eventos de perda de massa correspondentes na curva TG (Figura 25).

Os laboratérios de medicamentos fitoterapicos precisam de metodologias que
assegurem o controle de qualidade de seus produtos quando 0s mesmos nao
constam em farmacopéias ou monografias oficiais, por isso fez-se necessario validar
a metodologia analitica que assegurasse 0 seu conteludo qualitativamente ou
guantitativamente. Por isso a Resolucao Especifica n® 899, de 29 de maio de 2003,
“Guia para validagcao de métodos analiticos e bioanaliticos” da ANVISA determina
gue para validar uma metodologia diferentes tipos de testes podem ser realizados de
acordo com a sua finalidade. No presente trabalho a finalidade do teste seria a
guantificacdo para a determinacdo do principio ativo em produtos farmacéuticos ou
matérias-primas, sendo necessario avaliar os seguintes parametros: seletividade,
linearidade, intervalo, preciséo (repetibilidade), exatidao e robustez (BRASIL, 2003).

A validacao teve inicio com a determinacéo da seletividade, capacidade que o
método possui de medir exatamente um composto em presenca de outros
componentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da
matriz (BRASIL, 2003). Ao se analisar a Figura 28 observa-se que na faixa analisada
de 240 a 400 nm, existe apenas um maximo de absor¢cdo em 290 nm, confirmando
gue nesse comprimento de onda é possivel quantificar especificamente a emodina e
a fracdo mesmo na presenca de outras substancias interferentes. Além de constatar
gue o solvente utilizado na dissolucdo das amostras ndo se apresenta como
interferente, pois 0 mesmo ndo apresentou picos de alcance maximos nessa faixa

de leitura.
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O método espectrofotométrico apresentou linearidade, os resultados obtidos
(Figura 29) sao diretamente proporcionais em 290 nm a concentragdo do analito na
amostra, correspondente a um coeficiente de correlacdo de 0,9955, cujo minimo
aceitavel é de 0,99 (BRASIL, 2003). No entanto, apenas o valor do coeficiente de
correlacdo ndo é suficiente para garantir a adequacdo do ajuste linear a curva de
calibracdo, sendo necessaria a realizacdo da analise de residuos que pode ser
visualizada na Figura 30, onde observamos que os residuos mostram-se
normalmente distribuidos indicando que a curva esta bem ajustada apresentando
erros  com distribuicAo uniforme, média zero e varidncia constante
(homocedastidade) e auséncia de amostras atipicas (PIMENTEL e NETO, 1996).

O estudo de linearidade evidenciou também o intervalo especificado entre os
limites de quantificagdo superior e inferior, determinando-se as concentragdes
estudas (0,0076, 0,0083, 0,0090, 0,0100, 0,0111, 0,0125 e 0,0143 mg/mL) das quais
se escolheram 5 pontos para a determinacdo da curva de calibragéo (Figura 31).

Os dados da repetibilidade (intra-corrida), precisdo intermediaria (inter-
corridas) e exatiddo do método encontram-se nas Tabelas 19 e 20, cujos valores
encontram-se compreendidos entre 1,19 e 4,92% para a preciséo e 95,46 a 101,6%
para os valores da exatiddo; dentro dos parametros regulamentados pela ANVISA
onde os resultados da precisdo ndo podem ultrapassar 5% e, para a exatiddo nao
devem ser inferiores a 95% (BRASIL, 2003). Os valores do limite de deteccéo e
guantificacdo foram de 0,005 mg/mL e 0,016 mg/mL respectivamente, com esses
resultados verificamos que o método possui alta sensibilidade para detectar e
guantificar o padréo, sem sofrer alteracao de fatores intrinsecos do equipamento.

Nas Figuras 32 e 33 estdo os graficos que serviram de parametros para a
determinacao da robustez do nosso método, o scan de varredura tracado tanto para
a solucdo de emodina em diferentes valores de pH como para essa solucdo em
diferentes fabricantes do solvente (etanol 70 °GL), determinaram que mesmo nha
presenca de pequenas e deliberadas variacbes dos parametros analiticos mostrou-
se capaz de ser resistente a elas (BRASIL, 2003), uma vez que maximo de
absorcdo ndo variou, permanecendo em 290 nm, como especificado durante a
seletividade. Esses dois fatores posteriormente sofreram andlise variancia ANOVA
seguida de teste de Tukey para verificar a diferenca entre as médias que foram
realizadas, o método mostrou que ndo ha diferenca estatistica significante uma vez

gue o p<0,05, demonstrando assim ser um método robusto.
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Ap6s a validacdo do método de quantificacdo foi possivel quantificar a
guantidade de antraquinonas totais para a fracdo acetato de etila proveniente da
tintura hidroalcéolica de V. guianensis, onde obtivemos a seguinte correlacéo:
exatamente 1 g da tintura seca através de uma particao sélido-liquido nos fornece
54,4 mg da fracdo acetato de etila dos quais 42,85 mg sdo de antraquinonas totais
com correspondentes em emodina, o0s valores da porcentagem podem ser
visualizados na Tabela 21.

Nos dUltimos anos, tem-se dado atencdo a influéncia do veiculo na
movimentacdo do farmaco através da pele. A composicdo da preparacdo
farmacéutica tem um papel dominante na terapia tépica, porque se encontra no local
de acdo. As formulacdes sdo constituidas por excipientes, nos quais sao dissolvidos
ou dispersos, geralmente um ou varios componentes ativos; onde a composicao dos
excipientes pode influenciar sobre os efeitos de liberacdo do farmaco (STORPIRTIS
et al. 2009).

Os adjuvantes farmacéuticos sdo normalmente considerados inertes,
entretanto, interacdes fisicas e quimicas com a substancia ativa podem vir a ocorrer.
Em uma formulacdo farmacéutica ou cosmeética, principalmente fitoterapicas,
dificilmente sera encontrada apenas uma Unica substancia; em geral mais principios
ativos estéo presentes, bem como adjuvantes. A escolha dos excipientes adequados
para qualquer formulacdo deve se basear nas caracteristicas do principio ativo, bem
como na sua compatibilidade com os demais componentes da formulacéo, pois de
fato, interacfes entre principio ativo e excipientes podem afetar a natureza quimica e
estabilidade da formulacdo, e, consequentemente, sua eficacia e seguranca
(TAGLIARI et al. 2008).

Com o intuito de vencer a barreira que a pele representa, surge a
necessidade para obtencdo de novos veiculos e tecnologias que promovam o efeito
desejado, seguro e controlado do ativo pela via cutanea (SILVA JUNIOR, 2006b). A
escolha de se usar um gel a base de hidroxietilcelulose para incorporar o extrato
liofilizado, deveu-se ao fato do mesmo ser de natureza n&o ibnica, possuir
estabilidade em ampla faixa de pH e apresentar facilidade de aplicacdo e féacil
espalhabilidade sobre a pele (CORREA et al. 2005).

O ponto de partida para a obtencdo de um novo medicamento é denominado
formulacdo. Esta fase do desenvolvimento é caracterizada como a avaliacdo das

propriedades fisicas e quimicas fundamentais de um determinado componente ativo
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associado a diversos excipientes (FIESE e HAGEN, 2001). As técnicas
termoanaliticas tém sido utilizadas para a avaliagdo de possiveis incompatibilidades
entre os componentes da formulagéo; as analises sao realizadas por intermédio da
comparacao das curvas termoanaliticas das substancias puras com aquelas obtidas
da mistura fisica na proporcao de 1:1 em peso, propor¢des ndo utilizadas na pratica
farmacéutica. Em caso de nao ocorréncia de incompatibilidade, a curva da mistura
mostra-se como um somatorio das curvas relativas aos componentes em separado
(MATOS et al. 2009).

Analisando-se as curva TG da mistura binaria da HEC com o extrato liofilizado
(1:1p/p) e os dois separadamente (Figura 38), detectou-se que a estabilidade
térmica da mistura binéria permaneceu a mesma, com uma variagdo de no maximo
+ 2 °C. Pode-se observar também que as curvas se somam e suas perdas Sao
semelhantes até aproximadamente a temperatura de 400 °C. A partir de 407 °C ha
uma forte reacdo provocada possivelmente pela degradacdo do extrato liofilizado,
uma vez que até a temperatura de 318 °C o HEC ja sofreu perda de massa quase
gue total de aproximadamente 93,5%. O extrato liofilizado sozinho, portanto, sofreu
uma combustéo e o calor gerado por essa atmosfera oxidante somou-se ao calor do
forno, aquecendo o termopar, causando um abaulamento na curva TG (PEREIRA et
al. 2005).

Na Figura 40 pode-se notar que o extrato liofilizado alterou a estabilidade
térmica da mistura binéria, sendo essa antecipada a temperatura de 53 °C, pois 0
propilenoglicol separadamente possuia sua estabilidade térmica até a temperatura
de 65 °C. O evento de perda de massa que se inicia a temperatura de 204 °C
caracteriza-se pelo inicio da decomposicdo térmica do extrato liofilizado, uma vez
gue o propilenoglicol ja sofreu sua combustdo quase que total até a temperatura de
134 °C.

Ao se analisar a Figura 42, observam-se as curvas TG do extrato liofilizado,
do metilparabeno e sua mistura binaria (1:1p/p), tracando-se uma compara¢ao entre
elas, o evento de perda de massa que se inicia em 40 °C até 188 °C caracteriza-se
pela perda de aproximadamente 97% do metilparabeno. A sua carbonizacdo é
maxima até a temperatura de 214 °C. Portanto o evento que se segue, seria o inicio
da formacdo dos compostos carbonaceos somente do extrato liofilizado, uma vez
gue esse evento ocorreu a uma temperatura acima de 217 °C, quando existia uma

concentragéo abaixo do limite de detecgéo.
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Ao se analisar-se a Figura 46, nota-se que o primeiro evento endotérmico na
curva DSC da mistura, sofreu antecipacéo para a temperatura de 33 °C, o segundo
evento endotérmico evidenciado na curva DSC da HEC desapareceu quando esse
se encontrava compondo a mistura binaria. O ultimo evento endotérmico registrado
em ambas as curvas, mostrou-se com reducao de pico e de entalpia (Tabela 34)
(STORPITIS et al. 2009)

Ao se analisar a Figura 49, onde estdo sobrepostas as curvas DSC do
propilenoglicol, do extrato liofilizado e da mistura binaria (2:1p/p), tracou-se uma
comparacao entre elas e detectou-se que o ponto de fusdo do propilenoglicol que
ocorria na faixa de temperatura de 230 °C a 235 °C quando este se encontrava
isolado foi antecipado para a faixa de temperatura de 163 °C a 167 °C quando o
umectante foi misturado ao extrato liofilizado na propor¢cdo de 2:1 em massa,;
podendo caracterizar uma incompatibilidade componente ativo/excipiente ou alguma
interacdo de origem fisica (RODANTE et al. 2002)

Analisando-se a Figura 51 e comparando-se as curvas DSC do metilparabeno
isolado e da sua mistura binaria com estrato liofilizado (1:1p/p), nota-se que o seu
ponto de fusdo permaneceu na mesma faixa de temperatura. Analisando-se a curva
DSC do metilparabeno (Figura 45) nota-se que apds a sua fusdo ocorrida a
temperatura de 126,5 °C; existem posteriormente mais dois eventos endotérmicos e
ao se analisar a curva da mistura nota-se que um dos eventos desapareceu,
provavelmente alguma interacédo fisica do excipiente com o extrato liofilizado fez
esses dois eventos se somarem (RODANTE et al. 2002).

O infravermelho, aliado as outras técnicas € importante para monitorar 0s
estudos de formulacdo auxiliando na selecdo de componentes da formulacdo. A
aplicacdo dessa técnica analitica teve por finalidade avaliar possiveis
incompatibilidades do extrato liofilizado com os outros componentes da formulacéo
proposta. Os espectros na regido do infravermelho dos adjuvantes puros, quando
comparados com 0s espectros obtidos pelas suas mistura binarias com o extrato
liofilizado da tintura de V. guianensis (Figuras 58, 59 e 60), ndo apresentaram
gualquer indicacédo de incompatibilidade entre os componentes da formula¢do, uma
vez que 0s espectros correspondes as misturas seriam a soma dos espectros das
substancias isoladas. Permanecendo todas as bandas caracteristicas de absor¢ao

dos respectivos grupos funcionais de ambos (Tabelas 40, 41 e 42).
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Ap6s a selecdo dos excipientes que iriam compor a formulacdo
antimicrobiana semi-solida fitoterapica, decidiu-se a quantidade de ativo, ou seja, da
tintura de V. guianensis, que iria ser incorporada a base gelificante. Duas proporc¢des
foram testadas: 5% e 10%, pode-se notar que visualmente o gel obtido na proporcéo
de 5% da tintura hidroalc6olica apresentou uma aparéncia mais fluida e menos
heterogénea. Uma vez que é desejavel a aparéncia homogénea, pois 0s pacientes
geralmente preferem formulacdes tépicas que sejam faceis de serem transferidas de
recipiente, espalhadas prontamente e com suavidade; que ndo deixem residuos
detectaveis e sejam aderentes a area tratada sem tornar-se pegajosa ou de dificil
remocao (BARRY, 2002).

Apesar de possuir uma aparéncia bem mais aceitavel, o gel na propor¢cédo de
5% da tintura hidroalcoolica ainda apresentou-se constituido por particulas que néo
incorporaram totalmente a base gelificante, isso provavelmente devido a presenca
de inumeras substancias encontradas na espécie como clorofila, diferentes
metabolitos secundarios como compostos fendlicos, agucares, proteinas, etc. A
presenca de polifendis em produtos cosméticos e alimenticios pode induzir ao
turvamento e ao surgimento de precipitados, devido a interacdo proteina-polifenol,
produzindo a precipitacéo de proteinas e influenciando na aparéncia ou no sabor de
medicamentos, alimentos ou bebidas (SIEBERT et al. 1996). Os estudos de Luck e
colaboradores (1994) relataram que a presenca de polissacarideos mudou o grau de
precipitacdo de proteinas por polifendis, alterando os sabores dos alimentos.

Como o interesse pelos polifendis tem aumentado, devido a sua acgao
benéfica sobre o organismo, muitos estudos tém sido realizados a fim de intervir
nessa precipitacdo. Muitos autores tém optado pela utilizacdo de polissacarideos,
polimeros naturais como as xantanas, galactomananas e xiloglucanas na obtencéo
de formulacdes com boas caracteristicas de estabilidade (MURAMOTO et al. 1999;
VIANNA FILHO, 2009). Em solucdo aquosa, as xiloglucanas de sementes formam
solucdes viscosas estaveis a alteracdes de pH e cisalhamento (NITTA et al. 2004).
As xiloglucanas formam gel na presenca de grandes quantidades de etanol,
sacarose e da epigalocatequina galato que € o polifenol mais abundante encontrado
nas folhas do cha verde (YAMANAKA et al. 2000). Portanto a interacéo polissarideo-
polifenol ajudaria no controle de qualidade dos produtos finais obtidos.

Outro fator colaborador dessa ndo total incorporacdo pode ser devido a

constituicdo do produto intermediario utilizado na veiculagdo dos componentes
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ativos, a tintura hidroalcéolica a 70 °GL. A presenca do liquido extrator pode ter
influenciado na estrutura polimérica do gel. Devido a isso que 0s extratos vegetais
secos por nebulizacdo tém sido utilizados como produtos finais e intermediarios na
obtencao de diferentes formas farmacéuticas (VASCONCELOS et al. 2005; SILVA
JUNIOR et al. 2006b), as indUstrias farmacéuticas também vém optando por utilizar
somente esses extratos facilitando o seu escoamento e incorporagdo a base semi-
solida.

A falta de homogeneidade poderia ser solucionada através da obtencédo de
uma formulacdo que se adéque ao controle de qualidade; podendo ser testada
através da variacdo dos excipientes: modificando-se o polimero, ou modificando a
forma farmacéutica, testando-se outras formas semi-solidas. Avaliando-se a
obtencdo de uma pomada, uma vez que existem relatos da comercializacdo das
raizes de V. guianensis, a 1% na forma de pomadas de vaselina ou de manteiga de
Karité em Mali (Africa) para tratamento de enfermidades tépicas (BILIA et al 2000).
Ou a obtencdo de um creme, poiS 0 mesmMo possui em sua constituicdo agentes
emulsificantes e capazes de Ihe conferir estabilidade (PRISTA, 1990).

Apés a obtencdo da pré-formulacdo testes foram realizados para a
determinacdo de sua estabilidade. Iniciando-se pelos testes de avaliacdo preliminar
realizados em 24 h apos a incorporacdo da tintura a base semi-sélida. O primeiro
teste foi o de centrifugacdo, onde a forca da gravidade atuou sobre o produto
fazendo com que as particulas se movessem no seu interior. A centrifugacao
promoveu estresse nha amostra, simulando aumento na forca da gravidade,
aumentando a mobilidade das particulas e antecipando possiveis sinais de
instabilidade, como precipitacdo, separacdo de fases, formacdo de sedimento
compacto e coalescéncia (ANVISA, 2007). Apds a centrifugacdo o gel apresentou
sua cadeia polimérica intacta, somente visualizou-se a deposi¢cdo de particulas néo
incorporadas ao gel no fundo do tubo, que sedimentaram devido a forca centripeta.
A nédo ocorréncia de separacdo de fases ndo assegura sua estabilidade, somente
indica que o produto pode ser submetido, sem necessidade de reformulagcédo, aos
demais testes de estabilidade (QUEIROZ, 2008).

Os restantes dos testes de estabilidade preliminar utilizados foram a
determinacao dos valores de pH e a caracterizacdo macroscopica do gel através da
analise direta de suas caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor).

Aparentemente as caracteristicas organolépticas permaneceram as mesmas, apesar
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do tempo passado e da elevagdo da temperatura, a cor apresentou-se amarelo
escura, aspecto limpido sem turvacdo ou separacédo de fases e odor caracteristico
da tintura de lacre. Para os valores de pH 0S mesmos permaneceram em uma
mesma faixa sem muitas altera¢des tanto para as amostras de referéncia como para
as amostras que foram levadas a aquecimento (45 °C £ 2 °C), resultados que podem
ser visualizados na Figura 60 para o gel a 5% e na Figura 61 para o gel a 10% da
tintura, representando a manutencado do parametro pH, uma vez que nao houve
alteracdo maior que 0,5%, portanto as matérias-primas ndo estdo sofrendo
degradacdo com o armazenamento e nem formando compostos de degradacéo
acidos ou basicos.

A determinacdo do pH é muito importante no estudo de estabilidade, pois
alteracoes nesse valor podem ocorrer em funcdo de impurezas, hidrolise,
decomposicdo e erro no processo. Esta instabilidade pode ocorrer também devido
ao tempo de estocagem e/ou condigcbes inadequadas de transporte e
armazenamento (FERREIRA, 2000; ANSEL at al. 2000). O valor do pH das
formulacdes permaneceu dentro da faixa limite de 4,6 a 5,8 compativeis com o pH
cutaneo, devendo ser utilizado como critério de estabilidade, contribuindo para que

ocorra protecéo bactericida e fungicida em sua superficie (LEONARDI, et al. 2002).
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7. CONCLUSOES

Com a realizacdo de nosso trabalho podemos concluir que a analise
morfoanatdmica do limbo foliar foi de extrema relevancia para a identificacdo da
espécie estudada no presente trabalho, a V. guianensis.

O processamento apds a obtencdo da espécie vegetal foi satisfatério, uma
vez que ao se analisar os resultados obtidos através das caracterizagfes fisicas,
guimicas e fisico-quimicas tanto do pé das folhas quanto da tintura de V. guianensis,
0S mesmos atingiram parametros aceitaveis segundo a literatura especifica para
plantas medicinais.

O perfil térmico e o perfil espectroscopico na regido do IV tracados para a
matéria-prima vegetal (em po) e seu derivado (o extrato liofilizado da tintura), foram
de relevancia para a caracterizagéo e controle de qualidade, servindo de parametros
a formulacéo fitoterapica.

Os resultados obtidos através da avaliagdo da atividade antimicrobiana
corroboraram a hipdétese da acdo antimicrobiana do extrato seco da tintura
hidroalcoolica das folhas de V. guianensis, relatando sua eficacia sobre os
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e permitindo a continuidade do trabalho, uma
vez que nosso objetivo seria a obtencdo de uma formulagédo semi-solida fitoterapica
antimicrobiana.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia além de tracar o perfil de
composicdo da tintura hidroalcéolica de V. guianensis, também determinou o
maximo de absorcdo da fracdo acetato de etila. Comprimento de onda esse
semelhante ao da emodina, o padrdo externo utilizado na quantificacdo das
antraguinonas totais.

A validacdo do método de quantificacdo realizado segundo a Resolucao
Especifica n°® 899 de maio de 2003, para o padrdao de referéncia externo emodina
mostrou-se seletivo, linear, repetitivo e robusto para a fracdo acetato de etila
proveniente da tintura hidroalcéolica das folhas de V. guianensis.

Os ensaios preliminares de avaliacdo dos excipientes da formulacdo e suas
misturas binarias com o extrato liofilizado da tintura de V. guianensis por
termogravimetria, analise térmica diferencial, calorimetria exploratéria diferencial e

espectroscopia na regido do IV, foram de suma importancia para identificar uma
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possivel incompatibilidade dos adjuvantes farmacotécnicos utilizados na formulagéo,
uma vez que a termogravimetria evidenciou um abaulamento na curva da mistura
binaria entre a hidroxietilcelulose e o extrato liofilizado evidenciando uma possivel
incompatibilidade gerada em elevadas temperaturas. A Calorimetria exploratéria
diferencial evidenciou uma possivel incompatibilidade ou uma interacao fisica entre
a mistura binéria do extrato liofilizado da tintura com o propilenoglicol, devido a
antecipacao do ponto de fusdo do umectante.

A formulacédo semi-sélida fitoterapica atingiu parametros aceitaveis a analise
de estabilidade preliminar, permanecendo intacta ao teste de centrifugacéo, suas
caracteristicas organolépticas permaneceram dentro do limiar prévio e sua variacao
de pH foi tal que inferiu um limite de variacdo aceitavel dentro da faixa de
temperatura ao qual foi exposta.

A andlise da formulacdo antimicrobiana fitoterapica semi-sélida evidenciou
gue a base gelificante composta pelos respectivos adjuvantes: hidroxietilcelulose,
propilenoglicol e metilparabeno ndo foi adequada a incorporagdo da tintura de V.
guianensis uma vez que sua aparéncia ndo era homogénea, apresentando
particulas ndo incorporadas a base semi-sélida. Portanto até que se faca a analise
térmica da formulacdo ndo € recomendada a utilizacdo desses componentes.
Fazendo-se necessario a elaboracdo de uma nova formulagéo, utilizando-se outros
veiculos semi-sélidos ou a obtencdo de novas formas semi-solidas a fim de se
melhor incorporar a tintura; apresentando-se uma formulacdo dentro de parametros

de controle de qualidade aceitaveis.
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