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Resumo Vi

RESUMO

ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO E FORMULAGAO DE Heliotropium
indicum (L.) DC -BORAGINACEAE

Heliotropium indicum L. (Boraginaceae) € um subarbusto que atinge até 70 cm
de altura, € amplamente distribuido geograficamente. A espécie & conhecida como
fedegoso na regiao norte e nordeste. Diante do potencial bioldgico desta espécie
este trabalho objetiva determinar parametros de qualidade da droga vegetal até o
produto final e avaliar a atividade antimicrobiana de suas folhas, com finalidade de
se obter uma formulagéao fitoterapica semi-sélida. Para isso utilizou-se parametros
de controle de qualidade fisico, quimico e fisico-quimico descritos na Farmacopéia
Brasileira e literatura pertinente. A droga vegetal foi classificada como p6 grosso,
apresentou valores médios de perda por dessecacgao e cinzas totais de 12,88% e
17,14%, respectivamente. A analise termogravimétrica do p6 e do extrato liofilizado
mostrou que ambos apresentaram boa estabilidade térmica até 180°C. Os
espectros na regiao do IV mostraram um aumento na intensidade das bandas de
absorcdo do extrato liofilizado, que pode esta relacionado a extracdo dos
constituintes quimicos da matriz celular. A prospeccdo quimica do extrato
confirmou a presenca de classes de metabdlitos secundarios ja relatados em
literatura. A fracdo cloroférmica sugere a presenca de alcaldides pelo teste de
precipitacdo com reagente de Dragendorff. A CCD e a CLAE mostraram uma
possivel presenca de uma mesma substancia nas fracoes alcaloidicas e hexanicas.
O extrato bruto de H. indicum L. inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus
apresentando halos de 12,5 mm+0,707 e 10,5 mmz0,707 para as concentracoes
de 500 mg/mL e 250 mg/mL, respectivamente. As misturas fisicas do extrato com
os adjuvantes farmacéuticos, utilizados no desenvolvimento da formulacao
fitoterapica, ndo apresentaram incompatibilidade fisica e ndo houve modificagbes
significativas no perfil de absorcao entre os compostos analisados. A formulacao
fitoterapica semi-sélida manteve-se estavel apdés sua preparacdo, apdés a
submissao do gel a for¢a centripeta e apds acao do estresse térmico.

Palavras Chaves: Heliotropium indicum L. Controle de qualidade. Gel. Atividade

antimicrobiana.



Abstract Vii

ABSTRACT

PRE-FORMULATION AND FORMULATION STUDIES OF Heliotropium indicum
(L.) DC -BORAGINACEAE

Heliotropium indicum L. (Boraginaceae) is a shrub, reaches up to 70 cm high.
It is known as “fedegoso” in the north and northeast of Brazil. Because of the
biological potential of this species, this work aims to determine the quality parameters
of the vegetable drug to the final product and evaluate the antimicrobial activity of the
leaves of H. indicum L. The purpose of obtaining a phytotherapic formulation semi-
solid, we used the parameters of quality control physical, chemical and physical-
chemical described in the Brazilian Pharmacopoeia and others literature. The
vegetable drug was classified as coarse powder, showed values of loss on drying
and total ash of 12.88% and 17.14%, respectively. The thermogravimetric analysis of
the powder and the extract showed that both had good physical stability up to 180
°C. The spectra in the region IR showed an increase in the intensity of the absorption
bands of the extract, which may relates to the extraction of chemical constituents of
the cellular matrix. The prospecting chemical extract confirmed the presence of
classes of secondary metabolites already reported in literature. The chloroform
fraction suggests the presence of alkaloids by precipitation test with Dragendorff
reagent. The TLC and HPLC showed a possible presence of the same substance in
the alkaloidal and hexane fractions. The crude extract inhibited the growth of
Staphylococcus aureus with halos of 12.5 mm £ 0.707 and 10.5 + 0.707 mm for
concentrations of 500 and 250 mg / mL, respectively. The physical mixtures of the
extract with adjuvant pharmaceutical used to develop the phytotherapic formulation
showed no physical incompatibility and no significant changes in the absorption
profile of the compounds analyzed. The phytotherapic formulation semi-solid has a
good stability after the preparation, after the submission of the gel by centripetal force

and after the action of heat stress.

Keyword: Heliotropium indicum L, Quality Control, Gel, Antimicrobial activity.
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1. Introducdo

As plantas sdo consideradas uma valiosa fonte de substancias biologicamente
ativas, que tém sido exploradas pelo homem desde os primérdios da humanidade. O
maior niumero de espécies vegetais encontra-se nas regides equatoriais da América
do Sul, Africa e Asia. No Brasil encontra-se a maior diversidade vegetal, estimando-se
em 20% as espécies vegetais e animais existentes (GUERRA, 2003). Devido a
riqgueza da biodiversidade da flora brasileira, a atengdo do mundo esta voltada para a
floresta amazénica, mata atlantica e cerrado (CARLOS, 2007). A floresta amazdnica
ocupa territérios do Brasil, Bolivia, Peru, Equador, Colémbia, Venezuela, Guiana,
Suriname e Guiana Francesa, com uma &rea de aproximadamente 6.000.000 km? da
América do Sul, sendo constituida por diferentes tipos de vegetacao. Cerca de 65%
dessa regidao é coberta por um tipo florestal denominado floresta de terra firme,
caracterizada principalmente pela elevada riqueza e diversidade de espécies
(OLIVEIRA e AMARAL, 2004). A floresta amazénica € um ecossistema que apresenta
uma diversidade floristica muito elevada, maior que os demais ecossistemas florestais
do mundo (LEITAO FILHO, 1987).

A descricao da utilizacao de plantas brasileiras para fins medicinais é relatada
desde a época da colonizacao por exploradores europeus, através da observacao do
uso dos vegetais pelos indios, conforme descricao de Gabriel Soares de Sousa, em
sua obra denominada “Tratado Descritivo do Brasil em 1587” (BRANDAO, 2003).

Atualmente, a utilizacdo de plantas medicinais e produtos fitoterapicos estao
em expansdao no Brasil e no mundo, o que tem impulsionado as industrias
farmacéuticas e também o governo federal a investir em pesquisa, na forma de
incentivos através das politicas publicas para uso racional destes produtos, pois a
oportunidade para produtos com possivel utilizacdo econbémica aumenta com a
diversidade das espécies (CARLOS, 2007). Com isso, ha a necessidade cada vez
maior de estabelecer parametros de qualidade destes produtos, o que implica em um
controle de qualidade desde a matéria-prima vegetal, do produto intermediario até a
obtencgao do produto final.
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Nesse contexto, este trabalho pretende contribuir para estimular linhas de
pesquisas em fitoterapia e ainda promover desenvolvimento tecnolégico, com base no
uso tradicional de plantas medicinais da regido amazbnica, priorizando as
necessidades epidemioldgicas da populagdo. A espécie em estudo Heliotropium
indicum L. apresenta aspectos econOmicos, académicos e farmacoldgicos que
justificam sua escolha para investigacao, pois € uma planta de ocorréncia na regiao
amazlOnica muito utilizada na forma de cataplasma para tratamento de lesdes
dérmicas (AMOROZO e GELLY, 1988; DI STASI, 1996) e possuidora de atividade
antimicrobiana (REINA et al, 1995; SINGH et al, 2002).

Entretanto, diversos estudos fitoquimicos tém demonstrado que a espécie H.
indicum L. apresenta alcaldides pirrolizidinicos em todo o vegetal (PANDEY et al,
1982; SINGH et al, 2005) e estes possuem uma atividade hepatotéxica (CHEEKE,
1988). Tendo em vista a conhecida atividade hepatotdxica da espécie, este trabalho
prop6e desenvolver uma formulacéo fitoterapica semi-sélida para uso tépico contendo
a tintura de H. indicum L. Assim, os alcalbides pirrolizidinicos, responsaveis pela
atividade toéxica, ndo sofrerdo metabolismo de primeira passagem, nao sendo,

portanto, absorvido pelo figado.

Contudo, sabe-se que para se obter um produto com qualidade, seguranca e
eficacia é preciso padronizar as etapas do desenvolvimento tecnoldgico desde a
coleta do material vegetal até a avaliagdo do produto final obtido, a fim de garantir
uma eficacia e seguranca ao usuario do fitomedicamento. Por isso, este trabalho
propde a identificacao e caracterizacao dos marcadores quimicos presentes na tintura
obtida das folhas de H. indicum L. e estudos de pré-formulacdo e formulacédo para a
obtencdo do gel fitoterapico seguindo critérios para obtencdo de um produto final

eficaz e seguro.
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2 Revisdo de Literatura

2.1 Plantas medicinais

A magnitude da biodiversidade brasileira ndo € conhecida com precisao tal a
sua complexidade, calcula-se a existéncia de mais de 2,0 milhdes de espécies
distintas de plantas, animais e micro-organismos. O Brasil € o pais com a maior
diversidade genética vegetal do mundo. Cerca de dois tercos das espécies se
encontram nos trépicos, estimando que o Brasil detenha cerca de 75% de todas as
espécies florestais nas suas duas principais formacoes: a Floresta Tropical Atlantica
e a Floresta Amazénica (DIAS, 1996).

Das espécies catalogadas estas podem ser medicinais, aromaticas ou
apresentar outras utilidades. Entretanto essa biodiversidade encontra-se seriamente
ameacada pelo ritmo atual de extincdo de plantas que ja é entre 50 e 100 vezes
maior que as taxas médias observadas no passado (GUERRA et al, 2003). As
principais causas de perda da diversidade genética tém sido associadas a
destruicdo e a fragmentacdo dos ecossistemas e aos estresses ambientais como
poluicdo e as mudancas climaticas globais (BAUR e SCHMID, 1996).

As plantas medicinais tém sido base dos principais produtos indicados para
tratamento de diversas moléstias desde a Antigiiidade. Praticamente todos os povos
ou etnias do mundo usam plantas medicinais ou seus derivados de forma direta ou
indireta para o tratamento de males que acometem o homem e/ou para atingir o
estado de completo bem-estar fisico, mental e social (KOROLKOVAS, 1996). Por
isso, o reconhecimento do valor delas como recurso clinico, farmacéutico e
econdmico cresce progressivamente em varios paises. Por conta disso, essas
nacoes vém normatizando e legislando acerca dos diferentes critérios de seguranca,
eficacia e qualidade que devem envolver esses produtos (REIS et al, 2004; BRASIL,
2009).

A utilizacao de plantas medicinais tornou-se um recurso terapéutico de grande
aceitacao pela populacdo e vem crescendo junto a comunidade médica, desde que
sejam utilizadas plantas cuja atividade biolégica tenha sido investigada
cientificamente, comprovando sua eficacia e seguranca (YUNES et al, 2001). E o

uso de plantas medicinais pela populacao mundial tem sido bastante significativo, de
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acordo com dados da Organizacao Mundial de Saude (OMS) mais da metade dos
habitantes do planeta, especialmente aqueles de paises pobres em
desenvolvimento, fazem uso de algum tipo de erva na busca de alivio de
sintomatologia dolorosa ou desagradavel. Desse total pelo menos 30% ocorre por
indicacao médica (ESTRELA, 1995). Ha informacgdes de que os produtos naturais e
as preparacoes fitoterapicas sdo responsaveis por 25% do receituario médico nos
paises desenvolvidos e cerca de 80% nos paises em desenvolvimento, dados
revelados pela OMS. Tal fato que pode ser exemplificado pelo oeste da Africa, onde
mais da metade das espécies sdao empregadas como plantas medicinais pela
populacéao rural, estimando-se que as espécies encontradas neste continente muitas
sintetizam compostos com atividades anti-carcinogénica (MALO e ROY, 1996).

Estima-se que no mercado mundial, cerca de 50% das plantas sao usadas na
alimentacao, 25% em cosméticos, 20% pela industria farmacéutica e 5% em outras
atividades e calcula-se em 10.000 o numero de espécies vegetais medicinais
(CANIGUERAL et al, 2003). No Brasil, além das plantas medicinais serem
comercializadas em feiras livres e mercados publicos, nos ultimos anos elas tém
sido componentes de produtos industrializados que sdo comercializados com
indicacOes terapéuticas em estabelecimentos como farmacias, casas de produtos
naturais e supermercados, como drogas vegetais® ou/e fitoterapicos®.

Conforme a Associacao Brasileira da Industria de Fitoterapicos — ABIFITO, o
setor representa 5,5% do mercado de principios ativos. Segundo pesquisas da
Universidade de Sao Paulo, no territdério nacional, existem cerca de 200 fabricantes
de medicamentos fitoterapicos. O mercado estima o crescimento de 6% ao ano, em
2010, com lucros anuais em torno de US$ 1 bilhdo. Como se pode verificar o
mercado de produtos fitoterapicos continua em expansdo no mundo inteiro. No
Brasil, em 2001, a venda de medicamentos fitoterapicos atingiu US$ 270 milhdes,
representando 5,9% do mercado de medicamentos (CALIXTO, 2003). Nota-se,

a Droga vegetal - “planta medicinal ou suas partes, apds processos de coleta, estabiliza¢do e secagem,
podendo ser integra, rasurada, triturada ou pulverizada” (BRASIL, 2004);

b Fitoterdpico - “é todo medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas
vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficicia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constincia de sua qualidade. Sua eficdcia e seguranca sdo validadas através de
levantamentos etnofarmacolégicos de utilizacdo, documentacdes técnico-cientificas em publicagcdes ou

ensaios clinicos fase 3” (BRASIL, 2004);
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também, um crescimento do mercado internacional movimentando cerca de US$ 50
bilhdes, sendo que a Alemanha possui o maior mercado de fitoterapicos
representando 10% do mercado farmacéutico mundial (SIMOES et al, 2001).

O interesse atual pelas plantas medicinais e medicamentos delas derivados
ocorre principalmente pela frustragdo advinda da exagerada expectativa em torno de
farmacos de origem sintética, aos efeitos indesejaveis e prejuizos causados tanto
pelo uso incorreto como pelo uso abusivo destes, assim como também, ao
reconhecimento de que varios vegetais sao importantes no desenvolvimento de
novas substancias terapeuticamente ativas e a crescente atencao que vem sendo
dada, pela comunidade cientifica, para produtos farmacéuticos (SCHENKEL et al,
1985; AKERELE, 1992). Por isso, é preciso considerar a contribuicao das plantas
medicinais como fonte natural de farmacos devido a diversidade de constituintes
quimicos presentes nelas. No entanto, inUmeras plantas que sdo usadas em
preparacoes fitoterapicas carecem de um rigoroso controle de qualidade, ja que a
literatura cientifica indica que muitas delas podem apresentar substancias téxicas ou
composicdo quimica variavel (NOLDIN et al, 2003; SILVA JUNIOR, 2006; ALVES,
2008; NUNES, 2009).

Para aumentar a fiscalizacdo no uso racional das plantas medicinais e
produtos fitoterapicos disponiveis no comércio brasileiro, o governo federal
juntamente com os ministérios em exercicio aprovaram medidas voltadas a garantia
de acesso seguro e uso correto de plantas medicinais e produtos fitoterapicos pela
populacao a utilizacao sustentavel da biodiversidade brasileira e ao desenvolvimento
da industria nacional, através do Decreto n® 5813 de 22 de junho de 2006, o qual
instituiu a Politica Nacional de Plantas Medicinal e Fitoterapico (PNPMF) e grupo de
trabalho interministerial, para elaborar o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapico. Tal programa visa estabelecer linhas de acado prioritarias para o uso
racional de plantas medicinais e fitotergpicos e também consolidar as iniciativas de
relevancia no pais e as recomendagdes nacionais e internacionais sobre o tema.

A idéia é que se construa no Brasil uma rede de esforcos para o
desenvolvimento de medidas voltadas a melhoria da atencdo a saude, ao
fortalecimento da agricultura familiar, a geracdo de emprego e renda, a inclusdo
social e ao desenvolvimento industrial e tecnolégico de fitoterapicos. E ainda,
ampliacdo das opgdes terapéuticas ofertadas aos usuarios do Sistema Unico de
Saude (SUS), com garantia de acesso a plantas medicinais, fitoterapicos e servigos
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relacionados a fitoterapia, com seguranca, eficacia e qualidade, na perspectiva da
integralidade a atengdo a saude. Para isso, o ministério da saude elaborou uma
relacdo de plantas medicinais de interesse ao SUS. Nesta relagdo constam 71
espécies de plantas e esta sendo divulgada pelo Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos do Ministério da Saude. A finalidade desta lista € orientar
estudos e pesquisas que possam subsidiar a elaboracao da relacédo de fitoterapicos
disponiveis para uso da populacdo, com seguranca e eficacia para o tratamento de
determinada doenca e para que os Estados possam ser estimulados a oferecer o
servico com esse tipo de medicamento. Sdo doze os estados brasileiros que ja
oferecem o servico de fitoterapia aos pacientes do SUS (PORTAL DA SAUDE,
2009).

2.2 O género Heliotropium

O género Heliotropium consiste de aproximadamente 300 espécies,
distribuidas nas regides tropicais, subtropicais e temperadas; ocorrendo
principalmente nas zonas aridas (GENTRY, 1993; FORTHER, 1998). E considerado
um dos maiores € mais complexos géneros da familia Boraginaceae (AKHANI e
FORTHER, 1994). Possui habito em geral herbaceo associado ao fruto seco. Foi
nomeado por Tournefort em 1719, sendo efetivamente publicado por Carl Linnaeus
em 1735. O género Heliotropium foi descrito por Carl Linnaeus e a etimologia de
Heliotropium vem de “hélios” que significa sol e ‘trepein” que significa mudar,
referindo-se ao fato de suas flores torcerem-se apds a exposi¢ao ao sol (DI STRATA
e HIRUMA-LIMA, 2002).

A primeira contribuicdo para o entendimento da sistematica do género foi
dada por De Candolle em 1845, baseado fundamentalmente na forma da antera e
no tipo de estigma, prop6s quatro secbes: Heliotropium sect. Catimas A. DC.,
Heliotropium sect. Piptoclaina (G. Don) Endl., Heliotropium sect. Heliotropium A. DC.
e Heliotropium sect. Orthostachys R.Br. Mais tarde, Bentham & H&oker (1876)
trataram o género Heliophytum A. DC. como sinénimo de Heliotropium, propondo
para este ultimo mais uma secdo: Heliotropium sect. Heliophytum. O tratamento
mais recente para as espécies sul-americanas de Heliotropium reconhece 73

espécies e as posicionam em 10 secdées (MELO e SALES, 2004).
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Apesar de bem representado no Brasil, com estimativa de mais de 25
espécies, 0s estudos sobre Heliotropium ainda sao escassos. Os tratamentos
sistematicos que incluem espécies brasileiras sdo, na maioria, obras classicas e
antigas, como a monografia de Fresenius (1857), na Flora Brasiliensi (MELO e
SALES, 2004). Um grande numero dessas espécies do género Heliotropium é Uutil
como ornamental, e as espécies H. amplexicaule e H. europaeum sao
reconhecidamente medicinais (DI STRATA e HIRUMA-LIMA, 2002).

2.3 Heliotropium indicum L.
2.3.1 Descricao botanica

E uma pequena planta herbacea anual, ereta ou decumbente, ramificada, de
textura um tanto carnosa, pubescente, podendo atingir 50 a 70 cm de altura (Figura
1A) (LORENZI e MATOS, 2002). A espécie possui ramos angulosos, fistulosos.
Suas folhas sdo simples, alternadas e sub-opostas no mesmo individuo, de
superficie bulada com nervuras do tipo eucamptédroma impressas na face superior
e tamanho variando de 3 a 6 cm de comprimento (LORENZI e MATOS, 2002; MELO
e SEMIR, 2008). As folhas sao do tipo oval-eliptica a oval-deltdide, raramente
robmbica, apresenta base truncada as vezes assimétrica estreitando-se para o
peciolo e dpice acuminado (Figura 1B). Na face abaxial é pubescente, mais denso
sobre as nervuras. A margem varia de erosa a plana, com face adaxial plana e
pubescente com tricomas curtos entremeados por tricomas aciculiformes com uma
base discéide. O peciolo varia de 1,2 a 6,2 cm de comprimento, é parcialmente
alado e possui lamina de 3,4-12,2 x 1,7-9 cm de comprimento (MELO e SALES,
2004; MELO e SEMIR, 2008).

A espécie é caracterizada por inflorescéncia escorpidide terminais de 15 a 20
cm de comprimento de cor azulada-clara, do tipo axilar e terminal, ndo bracteada,
congesta no apice e pedunculada (Figura 1B) (LORENZI e MATQOS, 2002). O
pedunculo varia de 1,5-4 cm comprimento. Suas flores tém aproximadamente 3-5
mm de comprimento, sdo sésseis. O célice tem aproximadamente 2,6-3,2 mm de
comprimento, é profundamente lobado, sendo maior que a metade do comprimento

da corola e persistente no eixo da inflorescéncia. Os lobos sédo de 2,2 - 2,6 x 0,2- 0,4
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mm, estreitamente lanceolados, de tamanhos levemente diferentes, possui margem
com tricomas aciculiformes esparsos. As corolas tém 3,5-4,5 mm de comprimento,
do tipo hipocrateriforme e coloragao variando de branca a arroxeada. Possui tubo de
2,5 - 4 mm de comprimento, subcilindrico, estreitando-se na fauce e lobos de 0,5-0,9
mm de comprimento (MELO e SALES, 2004; MELO e SEMIR, 2008).

A espécie apresenta estames sésseis, inseridos de 0,8-1,5 mm acima da
base do tubo da corola; as anteras tém de 0,8 a 1 mm de comprimento, sao oblongo-
ovais, possui apice discretamente apiculado, livres entre si, e base levemente
cordada. O ovario tem aproximadamente 0,5 mm de comprimento, €
longitudinalmente sulcado e glabro, possui estilete evidente de aproximadamente
0,2-0,4 mm de comprimento e estigma de 0,6 mm de comprimento. E do tipo
subcapitado. A espécie possui um oévulo por léculo, curvo e achatado (MELO e
SALES, 2004; MELO e SEMIR, 2008).

Os frutos sao do tipo mitriforme, com 2 a 3 mm de didmetro, possui quatro
ndculas agrupadas 2 a 2, com 2 ou 3 nervuras salientes na face dorsal e
divergentes, com 4&pices acentuadamente bidentado. As sementes séao
caracterizadas por unidade nas nuculas, atingindo até 1,5 mm, com forma elipsdide,
coloracado esbranquicada e lisa (MELO e SALES, 2004; MELO e SEMIR, 2008). Esta
espécie multiplica-se apenas por sementes (LORENZI, 2000).

H. indicum foi primeiramente descrita por Linnaeus em 1753, com base em
material procedente da india. E uma espécie bem definida, a qual Johnston (1928)
reconheceu sete sinbnimos. Apesar de préxima de Heliotropium elongatum, pode ser
facilmente identificada pela lamina foliar com a face adaxial plana e pelo ovario 4-
locular, com um unico évulo por léculo e principalmente pelo fruto constituido por 4
nuculas (MELO e SALES, 2004).
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2.3.2 Dados taxonOmicos

Reino: Plantae
Diviséo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Sub-Classe: Asteridae

Ordem: Lamiales
Familia: Boraginaceae
Género: Heliotropium
Espécie: Heliotropium indicum L.
(A) (B)

Figura 1. Fotografia da espécie Heliotropium indicum (L.) DC (Boraginaceae) mostrando
aspectos gerais (A) e detalhe da folha e inflorescéncia (B).

Fonte: hitp://www.plants.usda.gov
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2.3.3 Distribuicao geografica

A espécie H. indicum L. é a mais amplamente distribuida do género, ocorre
nas Américas, desde sudeste dos Estados Unidos até a Argentina, incluindo as
Antilhas. E encontrada também na Africa Tropical, Asia e Austrélia. No Brasil pode
ser encontrada nas regides: Norte (AC, AM e PA), Nordeste (AL, BA, CE, MA e PE),
Centro-Oeste (GO, MS e MT), Sudeste (ES, MG, RJ e SP) e Sul (PR) (FROHLICH et
al, 1981).

No estado de Pernambuco a espécie € registrada apenas nas zonas do Litoral
e da Mata e nas ilhas do arquipélago de Fernando de Noronha, habitando
preferencialmente areas abertas, em geral préximas a cursos d’agua e margens de
estradas e algumas vezes em culturas (MELO e SEMIR, 2004).

Devido sua ampla distribuicio geografica a espécie recebe varias
denominagdes populares sendo conhecida como: borragem-brava e cravo-de-urubu
(MG); crista-de-galo (BA, MT); fedegoso (MG, PE, PA, AM); crista-de-peru (BA);
gervao-branco (ES). Outras sinonimias sdo aguaraciunha-assu, aguaraquiunha,
jamacanga e jacuacanga. (DI STASI e HIRUMA-LIMA, 2002; MELO e SEMIR, 2008),
erva-de-sao-fiacre, aguarad, tureroque, turiri, borracha-brava, grinalda-de-boneca
(LORENZI e MATQOS, 2002).

2.3.4 Dados etnofarmacoldgico

H. indicum L. é uma espécie bastante utilizada pela medicina popular. A
literatura etnofarmacoldgica registra o uso de todas as partes desta planta na
medicina caseira de algumas regides do pais. As suas raizes, folhas e flores sdo
atribuidas propriedades diuréticas e peitoral (LORENZI e MATOS, 2002). E relatado,
também, que na regido amazoénica o macerado das folhas em agua é indicado em
preparagbes topicas contra hemorréidas, afecgbes cutdneas: incluindo Ulceras,
abscesso, furunculos, picadas de inseto e também em casos de queimaduras
(BRAGA, 1976; DI STASI, 2002). Amorozo e Gély (1988) referem que as folhas
amassadas com folhas de mucuracaa (Petiveria alliacea L.) sdo usadas para
tratamento topico de lesdes teciduais. O decocto das folhas, na forma de bochecho
e gargarejo, é utilizado para tratar aftas, estomatites, ulceragbes da garganta e da
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faringe (CORREA, 1984; LORENZI e MATOS, 2002). Na medicina tradicional
salvadorenha, as folhas e raizes maceradas sdo usadas como preparacoes topicas
em regides inflamadas do corpo (GUERRERO, 1994).

2.3.5 Constituintes quimicos e atividade farmacolégica

Estudos fitoquimicos mostraram que as folhas de H. indicum L. possuem
alcal6ides, taninos e triterpenos, enquanto as raizes, além de alcalbides e taninos,
possuem também glicosideos cardiotdnicos (GUERRERO, 1994). Outros estudos
relatam que ja foram isolados os alcalbides: heliotrina (Figura 2A) e lasiocarpina e
compostos nao-alcaloidicos, como B-sitosterol, lupeol, [B-amirina e fB-
sitosterolglucosideo (PANDEY et al, 1982; SINGH et al, 2003).

A espécie possui alcaldides pirrolizidinicos em todas as partes do vegetal
(PANDEY et al, 1982; SINGH et al, 2005; SOUZA, et al, 2005). Estes séao
considerados de grande interesse por suas atividades farmacolégicas e biol6gicas
(CATALFAMO, 1982; REDDY et al, 2002). Entretanto, outros estudos relatam que
tais alcaldides possuem uma significativa atividade hepatotoxica (KUGELMAN et al,
1976; OHNUMA et al, 1982) .

Também foram encontrados nas folhas e inflorescéncias das espécies de H.
indicum e H. angiospermum as aminas: putrescina, espermidina e espermina. Sendo
que os teores dessas aminas diminuem com a idade do vegetal (BIRECKA et al,
1984). Além dessas, a homospermidina foi identificada no eixo da inflorescéncia de
folhas jovens de H. indicum. Comprovando que os tecidos jovens exibiram niveis
elevados de putrescina e alcaloides pirrolizidinicos (BIRECKA et al, 1984).

Os alcaldides pirrolizidinicos s&o derivados do acetato e tem origem
biossiténtica pelo ciclo do acido citrico e precursor biogenético o aminoacido L-
ornitina. Este alcal6ide é formado por duas moléculas do aminoacido L-ornitina, a
qual originara a estrutura do anel pirrolizidinico (Figura 2). A deteccao de
homospermidina nas plantas apdia a teoria de que o agrupamento pirrolizidinico é
obtido a partir de duas moléculas de putrescina com homospermidina como
intermediario da reacao.

Os metabdlitos secundarios, principalmente os alcaléides e taninos, tém sidos
isolados de uma enorme variedade de plantas, especialmente dos géneros
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pertencente a familia Boraginaceae. E podem estar relacionados a uma possivel
atividade antimicrobiana desta familia (BIRECKA et al, 1980). Estudos
demonstraram que ja foram isolados trés alcaldides pirrolizidinicos de todo vegetal:
acetillasiocarpina, europina (Figura 2B), heliosupina (Figura 2D) (SINGH et al, 2005).
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Figura 2. Alcal6ides isolados da espécie H. indicum L. (A) heliotrina; (B) europina; (C) licopsamina;
(D) heliosurpina; (E) helindicina; (F) indicina.
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Um novo alcaléide denominado helindicina (Figura 2E) e o ja descrito
licopsamina (Figura 2C) foram isolados das raizes de H. indicum L. O alcal6ide
helindicina representa o primeiro relato de um alcaléide contendo um anel lacténico
no género Heliotropium, o qual demonstrou uma moderada atividade antioxidante
(SOUZA, et al, 2005). O alcaléide heliotrina (Figura 2A) foi isolado das sementes de
H. indicum L., e é responsavel por uma possivel atividade bloqueadora ganglionar.
Porém, estudos realizando testes in vitro e in vivo ndo demonstraram possuir
atividade no sistema nervoso central ou propriedade bloqueadora neuromuscular
(PANDEY et al, 1982).

Singh e col. (2002), utilizando a espécie Heliotropium subulatum, mostram
que os alcaléides heliotrina e retronecina, na dose de 5 pg/kg/dia, apresentaram
atividade inibitéria de 41,7% e 38,6% contra Sarcoma 180, respectivamente. O
extrato hexanico na concentragdo de 3 pg/mL e a heliotrina na concentracao de 10
ug/mL e 5 ug/mL revelaram citotoxicidade seletiva contra células de hamster chinés
V79. Ja o extrato bruto etandlico e o extrato bruto hexanico mostraram atividade
antiviral para coxsackievirus, poliovirus e virus do sarampo nas concentracoes de
100 pg/mL e 500 pg/mL. Enquanto a heliotrina apresentou atividade contra
poliomielite e estomatite vesicular na concentracao de 10 pg/mL.

Ensaios utilizando o extrato metandlico de H. indicum L para pesquisar
componentes biologicamente ativos foram realizados e demonstraram significativa
atividade antitumoral diante de carcinoma de Ehrlich e sarcoma em camundongos.
Sendo o principal ativo isolado: N-oxido do alcaléide indicina (Figura 2F) o
responsavel pela atividade biolégica referida deste vegetal (KUGELMAN et al, 1976;
DUTTA et al., 1987). Além dessas propriedades, também ¢é atribuido aos alcaldides

as propriedade analgésica, anti-espasmaodica e bactericida (OKWU, 2004).

A espécie em estudo, além de apresentar alcalbides pirrolizidinicos, também
apresenta outros componentes em menor quantidade como flavondides e
compostos derivados geranil aromaticos (SOUZA et al, 2005). Uma nova isoflavona
glicosilada denominada heliosideo, juntamente com 7- hidroxiflavanona e
naringerina 5-Me também foram isolados de todo vegetal (SINGH et al, 2003). A
estrutura de heliosideo foi estabelecida como genisteina 7-O-{a-L-ramnosil-(1 = 2)-
[B-D-glucosil-(1*3)]- B-D-glucosideo} (PANDEY et al, 2007).
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Os flavondides sao constituintes quimicos naturais das plantas que possuem
propriedades antialérgicas, anti-inflamatéria, antiviral, anti-proliferativa e anti-
carcinogénica, assim como exercem efeito no metabolismo dos mamiferos
(MIDDLETON e KANDASWAMI, 1993). Assim, é atribuido aos flavondides a
capacidade de protecdo contra radicais livres, responsaveis por dificultar a
agregacao plaquetaria e de atuar contra o desenvolvimento de Ulceras e
hepatotoxinas (FARQUHAR, 1996).

Estudos a partir do extrato etandlico de H. indicum L. confirmaram a presenga
de polifendis e taninos (CASTILLO, 2004). Dois novos dihidroxi-esteréis e um
triterpendide foram isolados a partir das folhas da espécie estudada, e foram
caracterizados como 14a-metil-5a-colesta-9,24-dieno-33,7a-diol; e 14a-Me-24-
metileno-5a-colesta-9,24-dieno-3a,7a-diol e acido acécico lactona (SRINIVAS et al,
2002).

Andhiwal e col. (1985) trabalharam com extrato de éter de petréleo de H.
indicum (Boraginaceae) e obtiveram nas fracbes ésteres (C34-C58) composta
principalmente de ésteres: n-hexacosanol e esterdis (sitosterol 58.4%, estigmasterol
31.42%, chalinasterol 1.65% e campesterol 8.34%). Com isso, verificaram que o
extrato inibiu em 40% a fertilidade na dose de 500 mg/Kg quando testadas em ratas
albinas, enquanto que o extrato aquoso desta espécie ndo apresentou nenhuma
atividade anticonceptiva.

Reddy e col. (2002) estudaram a eficiéncia do extrato etandlico de H. indicum
L. no processo de cicatrizacdo de lesbes teciduais em ratos. A atividade de
cicatrizagdo foi estudada usando excisédo e incisdo de ferida em modelos de ratos
utilizando o extrato para tratamento tépico. Com isso, foi possivel verificar que o
extrato de H. indicum apresentou uma melhor atividade na fase de remodelacdo da
cicatrizacdo, com aumento na porcentagem de cicatrizacao da ferida e conclusao de
cicatrizacdo em até 14 dias, indicando uma rapida epitelizacdao e formacdo de
colageno no local lesado.

Machan e col. (2006) isolaram por hidrodestilacdo um 6leo volatil marron claro
das partes areas de H. indicum. A identificacdo do 6leo por cromatografia gasosa
(GC-FID) e cromatografia gasosa acoplado a espectrometro de massa (GC-MS)
identificou a composicdo do 6leo: fitol (49,1%), 1-dodecanol (6,4%) e E-linalol

(3,0%). E ainda, este 6leo mostrou uma significativa atividade antimicrobiana contra
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Mycobacterium tuberculosis H37Ra com uma concentragao inibitéria minima de 20,8
pg/ml.

Em outro trabalho utilizando o extrato bruto hexanico da parte aérea de H.
indicum obtiveram dezesseis acidos graxos livres: acido 9,12-octadecadiendico
(39,7%), acido 9-octadecendico (32,4%), acido hexadecandico (14,2%) e acido
octadecandico (5,1%), como os principais constituintes. E o extrato bruto hexanico
mostrou uma moderada atividade antimicrobiana (CIM de 100 upg/mL) contra
Mycobacterium tuberculosis H37Ra (MACHAN et al, 2007).

2.3.6 Toxicidade da espécie H. indicum L.

Muitas plantas contém substancias capazes de exercer agao toxica contra
organismos vivos. Segundo algumas teorias, essas substancias seriam formadas
com a funcdo de defender a espécie contra seus predadores. Por isso, ndo é de
surpreender que muitas delas acumulem substéncias de elevada toxicidade
(SIMOES et al, 2001).

A espécie H. indicum L. possui alcal6ide pirrolizidinicos (AP), estes constituem
um amplo grupo de alcaldides contendo o nucleo pirrolizidinico em toda sua
estrutura. Os APs representam uma grande classe de produtos naturais € mostram-
se 0s responsaveis por uma atividade hepatotéxica e carcinogénica (CHEEKE,
1988), em alguns casos podem levar a uma atividade pneumotdxica e até
neurotoxica (COOPER e HUXTABLE, 1999). Os alcalbides pirrolizidinicos sao
metabolizados no figado pelo sistema citocromo P-450 e convertidos em um
intermediario reativo dehidroalcaldéide, que podem produzir hepatotoxicidade
(COOPER e HUXTABLE, 1999; WANG et al, 2007).

Mais de 350 alcaldides pirrolizidinicos foram identificados em mais de 6.000
espécies das familias Boraginaceae, Asteraceae e Leguminosae. Cerca da metade
dos alcaldides pirrolizidinicos identificados sao tdxicos e varios tém sido
demonstrado que sdo causadores de lesdes hepaticas e cancerigenos para 0s
roedores (STEGELMEIER e EDGAR, 1999; CREWS e KRSKA, 2008). Essas
espécies tém distribuicdo mundial e estes alcaldides sao responsaveis por afetar a
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pecuaria, animais selvagens e até humanos. A intoxicacao de humanos ocorre mais
freqientemente e é resultado da contaminacdo dos alimentos ou quando essas
espécies vegetais sao usadas para fins medicinais (STEGELMEIER e EDGAR,

1999).

Foi relatado um caso de enorme mortalidade de eqlinos que ocorreu
provavelmente devido a intoxicacao por alcaléide pirrolizidinicos de H. indicum L. Por
mais de 4 anos, mais de 75% de uma populagédo de cerca de 110 cavalos em uma
fazenda na Costa Rica morreu apresentando sintomas neurolégicos, com
manifestagdes clinicas aguda e crbénica, ambos com um desfecho fatal (VAN
WEEREN et al, 1999).

As plantas que contém os alcal6ides pirrolizidinicos estao disseminadas pelo
mundo e sdo em grande parte responsaveis pela intoxicacdo de animais e seres
humanos, entre elas as duas espécies da familia Boraginaceae que mais causam
danos hepaticos sao: Echium plantaguineum e Heliotropium europeaum. Outro
membro importante da familia Boraginaceae € o confrei (Symphytum officinale), uma
planta comumente cultivada como forragem e uma erva medicinal. O confrei contém
pelo menos oito AP hepatotoxicos (CULVENOR et al., 1980), alguns dos quais sao
conhecidas como cancerigenos. Hirono e col. (1978) demonstraram que as folhas e
raizes de confrei sdo cancerigenas para ratos. Por isso, atualmente o Ministério da
Saude proibiu 0 uso pela via oral do confrei, devido a presenca de alcaldides

pirrolizidinicos.

2.4 Tinturas

Nao se sabe ao certo quando o uso de tinturas extraidas de vegetais, animais
ou minerais comecou a ser utilizada como auxiliar no tratamento de doencas. Foi de
Teofrasto Paracelso (1493-1541), médico, antrop6logo e tedlogo da Europa
medieval, a descricdo e producao de tinturas para fins terapéuticos, descrevendo a
formulagdo de diversas substancias, dotadas de indiscutivel valor farmacolégico. A

primeira farmacopéia a descrever as tinturas foi o Dispensatorium Valerii Cordi
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(1666), que indicava o modo de obtencédo de algumas dessas preparag¢des, como a
tintura da casca de laranja (PRISTA et al, 1990).

A Farmacopéia Brasileira [V (1988) define as tinturas como sendo
preparagbes alcodlicas ou hidroalcodlicas resultantes da extracdo de drogas
vegetais, minerais € animais no estado seco ou da diluicao dos respectivos extratos.
Entretanto, € comum dar-se a mesma designacao as solucdes extrativas preparadas
com outros solventes, que nao o alcool, como o éter, cloroférmio, acetona, etc. As
tinturas sdo classificadas em simples e compostas, conforme preparadas com uma
ou mais matérias-primas, exceto quando se encontra diferentemente, 10 mL de
tintura simples correspondem a 1g da droga seca. O nome tintura provém de sua
apresentacao, pois as solugdes extrativas contém principios ativos dotados de cor e
varios pigmentos (ex: clorofila, flavonas, quinonas, etc.). Na preparacdo de uma
tintura deve-se observar o estado do farmaco, a escolha do alcool de graduacgéo e o
método de extracdo empregado. Habitualmente, utilizam-se as drogas vegetais para
preparar tinturas, raras vezes se escolhe 0 uso de drogas animais ou minerais. Entre
suas vantagens destaca-se a grande riqueza em principios ativos, boa conservacao
face as invasdes microbianas e a facilidade de medicdo posoldgica que apresentam
(PRISTA et al, 1996).

As drogas vegetais podem ter grande atividade ou ser pouco ativas, sendo
classificada, portanto como droga herdica e droga nao herdica, respectivamente.
Dessa forma, utilizam-se trés processos para obtencdo das tinturas: maceracao,
percolacao e dissolucdo do extrato seco. A maceracao € o processo correntemente
utilizado para preparar tinturas de drogas pouco ativas. Obtida as substancias
através da maceracdo, a solucao alcodlica é filtrada. Dessa forma, quanto ao
método de extracdo, a maceracao é o processo utilizado para preparar tinturas de
drogas nao heroicas. (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1, 1959; PRISTA et al, 1996;
GENARO, 2004). A percolacdo consiste em fazer passar o solvente através da
camada da droga, até o seu completo esgotamento. A percolagdo simples
compreende a extracdo exaustiva da droga com solvente sempre renovado. Em
pequena escala, a percolagdo € conduzida em extratores, denominados
percoladores, de corpo cilindrico ou conico, provido de torneira na parte inferior, para
regular o fluxo do solvente (SANTOS, 2000).
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2.5 Extrato liofilizado

A liofilizacdo é um processo de estabilizacdo, no qual uma substancia é
previamente congelada e entdo a quantidade de solvente é reduzida, primeiro por
sublimacdo e posteriormente por dessecacdo para valores tais que impecam
atividade bioldgica e reagdes quimicas. A liofilizacao freqlentemente é o método de
escolha para a desidratacdo de farmacos, vacinas, produtos de biotecnologia e
diagnostico, devido as vantagens oferecidas em termos de estabilidade térmica e
retencdo de atividades durante o processo e durante o subseqgliente armazenamento
do produto liofilizado (AYROSA, 2004; AYROSA et al, 2007).

O processo de secagem por liofilizacdo € um método controlavel de desidratar
materiais labeis, através da dessecacao sob pressao reduzida que apresenta varias
vantagens quando comparado a outros processos de desidratacdo. A baixa
temperatura, mantida durante todo o processo, evita qualquer alteracao quimica das
substancias sensiveis ao calor e umidade. Por este motivo, um produto seco por
esta técnica mantém inalteravel a sua composicao quimica original, a sua atividade
terapéutica e outras propriedades caracteristicas. Se for acondicionado
convenientemente, poderd manter-se sem alteracdo por um longo periodo. Os
produtos liofilizados apresentam facilidade na reconstituicdo devido a estrutura
porosa deixada pela saida da agua. Isto garante a reproducéo fiel do produto original
uma vez em contato com a fase liquida primitiva. A liofilizacdo reduz a tendéncia que
certos produtos tém para aglomerarem quando dessecados por outras técnicas,

além de reduzir também a perda de constituintes volateis (AYROSA, 2004).

2.6 Estudos de pré-formulacao

O desenvolvimento de um novo medicamento requer estudos de pré-
formulacdo. Esta fase de desenvolvimento é caracterizada pela avaliacdo das
propriedades fisico-quimicas do farmaco isolado ou associado a diversos adjuvantes
(ARAUJO, 2003). Cada farmaco possui caracteristicas quimicas e fisicas
importantes que precisam ser estudadas antes da sua incorporacdo em um
veiculo/excipiente farmacéutico. Entre esses parametros pode-se citar a
solubilidade, coeficiente de particdo, velocidade de dissolucdo, forma fisica de
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apresentacao e estabilidade (ANSEL et al, 2000), podem ser avaliados através de
metodologias como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), espectroscopia
na regiao do infravermelho (IV) e analises térmicas (TGA, DTA e DSC) (VILA JATO,
2001; SILVA JUNIOR, 2006; ALVES, 2008; NUNES, 2009).

O farmaco candidato ao medicamento, seja qual for a via de administragao,
deve ser soluvel em alguma fracdo aquosa, ser absorvido e apresentar resposta
terapéutica. Muitos dos componentes do extrato aquoso ou hidroalcodlico de plantas
apresentam boa solubilidade em agua e facil incorporacao no veiculo farmacéutico.
Ao se analisar extratos vegetais o estudo de pré-formulacédo torna-se mais dificil,
pois 0s marcadores disponiveis podem sofrem alteragdes em funcdo do pH,
polaridade de solventes, temperatura e interacées entre excipientes ou veiculos
utilizados. Portanto, ao formular produtos, contendo ativos naturais, é fundamental a
identificagdo padronizada de marcadores ou o desenvolvimento de métodos que
permitam a quantificacdo de grupos quimicos purificados antes, durante e apds o
processo de obtencdo (SILVA JUNIOR, 2006; ALVES, 2008).

Com os resultados dos estudos de pré-formulacao elabora-se um informe que
definira a viabilidade da forma farmacéutica proposta e a metodologia a ser seguida

no desenvolvimento na fase de formulacao e elaboragéo (VILA JATO, 2001).

2.7 Técnicas analiticas utilizadas no desenvolvimento, avaliacao e controle de
qualidade de fitoterapicos

2.7.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho (IV)

Define-se espectroscopia na regido do IV como a medida da absorcao, por
parte de compostos quimicos analisados, de uma radiagao eletromagnética em que
o comprimento de onda se situa na faixa de 10™* a 10 cm, sendo este espectro
Unico para cada substancia com excecdo aos isdbmeros Opticos que em solucao
apresentam espectros idénticos (KOROLKOVAS, 1984).

A espectroscopia no IV é um tipo de espectroscopia de absorcédo a qual usa a
regido do infravermelho do espectro eletromagnético. Como as demais técnicas
espectroscopicas, esta pode ser usada para identificar um composto ou investigar a
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composicdo de uma amostra. A espectroscopia no IV se baseia no fato de que as
ligagdes quimicas das substancias possuem freqiéncias de vibracao especificas, as
quais correspondem a niveis de energia da molécula (chamados nesse caso de
niveis vibracionais). Tais frequéncias dependem da forma da superficie de energia
potencial da molécula, da geometria molecular, das massas dos atomos e
eventualmente do acoplamento vibronico. Portanto, se a molécula receber radiacao
eletromagnética com 'exatamente’ a mesma energia de uma dessas vibragdes,
entdo a luz sera absorvida desde que sejam atendidos a determinadas condigdes.
Para que uma vibracdo apareca no espectro IV, a molécula precisa sofrer uma
variagao no seu momento dipolar durante essa vibracao (SILVERSTEIN et al, 2006).

Logo, o espectro na regido do IV de uma substancia organica corresponde ao
conjunto de bandas de absorcdo apresentadas pela amostra submetida a radiacao
infravermelha e estas bandas correspondem as mudancas na energia vibracional
dos compostos organicos. A energia absorvida da radiagdo |V provoca alteracdes
transitérias nas ligacbes interatbmicas, que podem sofrer estiramentos ou
deformacdes nos angulos de ligacao. As frequéncias em que ocorrem as vibracdes
dependem da natureza das ligacées em particular, mas sao também afetadas pela
vizinhanca quimica e pela molécula como um todo. A presenga de insaturagdes
(conjugadas ou nao), sistemas aromaticos e grupos funcionais especificos pode ser
verificada através da presenca de bandas caracteristicas que tém grande
importancia na andlise estrutural. Se o espectro IV da substancia desconhecida é
superponivel com o espectro IV de uma amostra auténtica conhecida, entdo isso
pode servir como uma prova de identidade, a qual é muitas vezes preconizada para
ideniticacdo de farmacos pelas farmacopéias (FALKENBERG et al, 2001).

A Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é
uma técnica de analise para colher o espectro infravermelho e acumular maior
quantidade de dados. Pois, ao invés de se coletar os dados variando-se a freqiéncia
da luz infravermelha a cada comprimento de onda, a luz IV (com todos os
comprimentos de onda da faixa usada) é guiada através de um interferémetro.
Depois de passar pela amostra o sinal medido € o interferograma. Realizando-se
uma transformada de Fourier no sinal resulta-se em um espectro idéntico ao da
espectroscopia IV convencional (dispersiva). Esta técnica espectroscépica
complementar pode ser usada para identificar um composto ou investigar a
composicdo de uma amostra. Atualmente a espectroscopia na regido do
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infravermelho é largamente usada tanto na industria quanto na pesquisa cientifica
pois ela é uma técnica rapida e confiavel para medidas, controle de qualidade e
andlises dindmicas (SILVERSTEIN et al, 2006).

Os dados de andlise em infravermelho além de fornecer caracteristicas
estruturais do material ativo, também auxiliam na selegdo de componentes da
formulagdo. Dependendo da natureza quimica da substancia em estudo, ha varias
opcoes de instrumentos analiticos que podem auxiliar no estudo de pré-formulacao e
doseamento como: cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia gasosa
(CG), ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e 'C, andlise térmica, etc.
(SILVA JUNIOR, 2006; ALVES, 2008; NUNES, 2009). Com isso, a espectroscopia
na regiao do IV auxilia nos estudos de pré-formulagédo, na qual as caracteristicas
quimicas de cada excipiente podem ser avaliadas isoladamente e/ou misturando
com o componente da formulacao (ALVES, 2008; NUNES, 2009).

2.7.2 Analise térmica

Andlise Térmica é um termo que abrange um grupo de técnicas nas quais
uma propriedade fisica ou quimica de uma substéncia, ou de seus produtos de
reagcdo, € monitorada em funcao do tempo ou temperatura. Enquanto a temperatura
da amostra, sob uma atmosfera especifica, € submetida a uma programacao
controlada, a amostra esta sujeita a um esquema de temperatura que consiste de
uma série de segmentos pré-selecionados, nos quais esta (amostra) é aquecida ou
resfriada a uma razdo constante ou mantida a temperatura constante
(WENDTLENDT, 1986; GIOLITO e IONASHIRO, 1988).

As técnicas termoanaliticas adquiriram importancia crescente em todas as
areas de conhecimento na quimica basica e aplicada. A utilizacdo dessa
metodologia, dotada de grande potencialidade, foi favorecida pela disponibilidade de
instrumentos controlados por microprocessadores, capazes de fornecer informagdes
quanto ao comportamento térmico dos materiais de forma precisa e num tempo
relativamente curto. Tais métodos estdo sendo largamente utilizados no controle de
qualidade de drogas naturais ou sintéticas, pois fornecem, com rapidez, dados sobre
a estabilidade do material analisado, em relacdo ao seu comportamento térmico.
Além de que dados preliminares sobre o material analisado levam a pensar que se
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conhecendo o comportamento térmico do componente majoritario de uma planta,
pode-se identificar a autenticidade de um extrato bruto (GIOLITO e IONASHIRO,
1988).

A analise termogravimétrica para estudo de pré-formulagdo ou
compatibilidade farmaco-excipiente vem ganhando importancia crescente no Brasil,
pois varios trabalhos tém sidos publicados nesta area. Destacam-se, entre outros,
aplicacdo da termogravimetria (TG) no controle de qualidade da milona
(Cissampelos sympodialis Eichi.) Minispermaceae (ARAGAOQ et al, 2002); estudo de
compatibilidade de zidovidina com excipientes (ARAUJO, 2003); estudo
termoanalitico de comprimidos revestidos contendo captopril através de
termogravimetria e calorimetria exploratéria diferencial (BAZZO e SILVA, 2005);
estudo termoanalitico (TG, DTG e DSC) dos cafés in natura e processados
(SCHNITZLER et al, 2005); determinagcdo dos teores de umidade e cinzas de
amostras comerciais de guarana utilizando métodos convencionais e anélise térmica
(ARAUJO et al, 2006); avaliagdo fisico-qimica do extrato fluido e seco por
nebulizacdo de Symphytum officinale L. (SILVA JUNIOR et al, 2006); estudo
termoanalitico e de compatibilidade farmaco-excipiente de rifampicina e alguns
medicamentos utilizados na terapéutica da tuberculose (ALVES, 2007); estudo de
caracterizagao fisica, quimica, fisico-quimica e de pré-formulacdo de Arrabidaea
chica (H&B) Verlot (ALVES, 2008); caracterizacao termoanalitica e estudo do perfil
de dissolucdo de comprimidos contendo metronidazol (RODRIGUES et al, 2008),
caracterizagdo quimica e fisico-quimica e estudos preliminares de planejamento da
formulacdo fitoterapica semi-sélida contendo tintura de Caléndula officinalis L.
(NUNES, 20009).

2.7.2.1 Termogravimetria (TG)

TG é a técnica na qual a mudanca da massa de uma substancia € medida em
funcdo da temperatura enquanto esta € submetida a uma programacao controlada.
Esta técnica determina as perdas ou ganhos de massa de uma substancia em
funcdo da temperatura ou do tempo (GIOLITO e IONASHIRO, 1988). Os
experimentos para avaliar as variagbes de massa de um material em funcdo da

temperatura sdo executados através da termobalancga, permitindo o trabalho sob as
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mais variadas condi¢des experimentais. As curvas geradas possibilitam a obtencao
de informagdes quanto a estabilidade térmica da amostra, composicao e estabilidade
dos compostos intermediarios e do produto final (ARAUJO, 2003; ALVES, 2007).

Nas curvas termogravimetricas convencional ou dindmica sao registradas as
massa da amostra (m) em funcao da temperatura (T) ou tempo (t). Nessas curvas,
os degraus em relacao ao eixo das ordenadas correspondem as variacées de massa
sofrida pela amostra e permitem a obteng¢do de dados que podem ser utilizados com
finalidades quantitativas.

2.7.2.2 Analise térmica diferencial (DTA)

A DTA é a técnica pela qual a diferenca de temperatura (AT) entre a
substancia e o material de referéncia (termicamente estavel) € medida em funcao da
temperatura, enquanto ambos sdo submetidos a uma programacao controlada de
temperatura. A temperatura é medida por termopares conectados aos suportes
metéalicos das cédpsulas de amostra e do material de referéncia, ambos contidos no
mesmo forno. As variagcdes de temperatura na amostra sdo devidas as transicoes
entalpicas ou reagdes endotérmicas ou exotérmicas. As curvas DTA representam os
registros de AT em funcdo da temperatura (T) ou do tempo (t), de modo que os
eventos sao apresentados na forma de picos. Os picos ascendentes caracterizam os
eventos exotérmicos e os descendentes os endotérmicos (WENDLANDT, 1986;
MACHADO e MATQOS, 2004).

2.7.2.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

DSC é a técnica na qual se mede a diferenca de energia fornecida a
substancia e a um material de referéncia, termicamente inerte em funcdo da
temperatura, enquanto a substdncia e a referéncia sdo submetidas a uma
programacao controlada de temperatura (GIOLITO e IONASHIRO, 1988).

De acordo com o método de medida utilizado, hd duas modalidades:
calorimetria exploratéria diferencial com compensacao de poténcia e a calorimetria

exploratoria diferencial com fluxo de calor. Na DSC com compensacao de poténcia,
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a amostra e a referéncia sdo aquecidas em compartimentos distintos, assim é
possivel manté-las em condi¢des isotérmicas. Neste caso, a amostra sofre variacdes
de temperatura devido a eventos endotérmicos ou exotérmico em funcdo do
aquecimento ou resfriamento, ocorre uma modificacdo na poténcia de entrada do
forno correspondente, proporcionando a anulacao desta diferenca (WENDTLENDT,
1986).

Na DSC com fluxo de calor, a amostra e a referéncia sdo colocadas em
cadinhos idénticos, localizados sobre um disco termoelétrico e aquecidos por uma
Unica fonte de calor. Assim, o calor é transferido através do disco para amostra e
referéncia, sendo que o fluxo de calor diferencial entre ambas é monitorado por
termopares localizados abaixo dos cadinhos. Dessa forma, a diferenga no fluxo de
calor da amostra e da referéncia é diretamente proporcional a diferenga de poténcia
das juncdes dos termopares (WENDTLENDT, 1986).

2.8 Estrutura e funcoes da pele

A pele é o maior e mais complexo érgdo do corpo humano segundo sua
histologia e contém pelo menos cinco diferentes tipos de células que contribuem
para sua organizacao estrutural, e demais tipos celulares, provenientes dos sistemas
circulatério e imunologico (MENON, 2002; HADGRAFT, 2004). A funcdo primordial
da pele é a protegcdo contra processos de desidratacdo e micro-organismos
agressores. Desta forma, ela se faz mais ou menos permeavel as substancias
quimicas e permite a passagem de medicamentos em certas condigdes, podendo
ser considerada como uma interface terapéutica. E mesmo que a pele represente
uma barreira fisica a penetracdo de substancias, existem varias formas
farmacéuticas de uso tépico que sofrem absorcdo, inclusive as de uso sistémico
(LIRA, 2003).

A estrutura geral da pele é formada por um tecido estratificado disposto em
quatro planos ou camadas, e dentre eles do plano interno para o plano externo: a
derme reticular e a superficial ou papilar, a epiderme viavel e o estrato cérneo (EC).
Cada plano ou camada possui caracteristicas fisioldgicas distintas e funcdes
biolégicas préprias (BAUMANN, 2002). Abamba (1993), Foldvari (2000) e Baumann
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(2002) acrescentaram um quinto plano ou camada, o tecido adiposo, subcutaneo ou
hipoderme que esta situado abaixo da derme reticular.

A epiderme € a camada externa da pele, € derivada da ectoderme e esta em
contato direto com o meio ambiente. E avascular, possui em sua constituicdo o
epitélio estratificado pavimentoso, terminacdes nervosas livres e algumas células
migratérias provenientes da derme (BENY, 2000; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).
A derme é o tecido conjuntivo em que se apodia a epiderme e une a pele ao tecido
celular subcutaneo ou hipoderme (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). E
caracterizada como acelular, mas é rica em vasos sanguineos, vasos linfaticos e
terminagdes nervosas (FOLDVARI, 2000). Ja a hipoderme funciona como um
amortecedor mecanico e barreira térmica, que sintetiza e estoca rapidamente
substancias energéticas prontamente disponiveis (AUTON, 2005). O estrato cérneo
€ a barreira que limita a velocidade e restringe os movimentos de entrada e saida de
substancias (LACHMAN, 2001).

Na pele também sao observadas estruturas anexas como glandulas sebaceas
e sudoriparas (écrinas e apdcrinas), foliculos pilosos e unhas (WILKINSON e
MOORE, 1990; BARRY, 2002).

A funcéao essencial da pele é a protecdo do organismo frente as diversidades
do meio externo, como agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, poeira e gases, micro-
organismos patogénicos e radiacoes. A pele é responsavel pela termorregulacao, ou
seja, regulacao da perda e ganho de calor; atua como érgao sensorial, pois exerce a
funcédo neuro-sensorial através do tato; tem a funcao de percepcéo da temperatura e
da dor; apresenta funcdes endécrinas, como: funcao de ossificacao, pela sintese da
vitamina D; exerce influéncia na reproducao humana e perpetuacao da espécie (pela
sintese de feromOnios); por meio de sinais visuais ou expressdes emocionais, € um
6rgao que permite evidenciar a comunicdo nao-verbal (ABAMBA, 1993; MENON,
2002).

2.8.1 Vias de permeacao percutanea pelo estrato cérneo
A permeacao percutdnea de farmacos pelo estrato cérneo (EC) até as

camadas mais profundas da pele ocorre por difusdo através de trés vias diferentes, a

seguir discriminadas:
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e Via transcelular por difusdo através das células — (através dos
cornedcitos e matriz lipidica intercelular);

e Via intercelular por difusdo entre as células — (por entre os cornedcitos
e pela matriz lipidica);

e Via transanexal por difusdo através dos foliculos pilosos, glandulas
sudoriparas e sebaceas e anexos pilosebaceos (ANSEL et al, 2000).

Se a pele estiver intacta, a principal via de penetracao dos farmacos sao as
camadas epidérmicas e nao os foliculos pilosos ou ductos das glandulas, pois sua
area superficial é bastante pequena em comparacao com a da pele que nao contém
nenhum desses elementos anatémicos. Portanto, a absor¢cdo percutanea dos
medicamentos resulta da penetracao direta do farmaco através do estrato cérneo,
passando aos tecidos epidérmicos mais profundo e atingindo a derme que é
vascularizada e onde o farmaco torna-se disponivel para absorcdo (ANSEL et al,
2000).

O termo penetracdo apresenta um conceito fundamentado na passagem
dos(s) principio(s) ativo(s) somente através do EC, enquanto que permeacao esta
relacionada com a passagem dos(s) principio(s) ativo(s) através da epiderme
atingindo a epiderme viavel ou a derme. Ja o termo absorgédo faz referéncia a
passagem dos(s) principio(s) ativo(s) para corrente saguinea (RIEGER, 1993).

A eficacia de produtos farmacéuticos ou cosméticos apresentando em sua
composigao principios ativos funcionais € dependente da penetragéo limitada deste
na pele. Os métodos existentes que promovem aumento deste processo se
fundamentam: no emprego de promotores de penetracad; no estudo profundo das
caracteristicas quimicas e fisico-quimicas das substacias ativas e a possibilidade do
emprego de seus derivados quando estes forem desfavoraveis; na interagdo das
substancias ativas e componentes da formulagdo e material de acondicionamento;
na utilizagdo de sistemas veiculados de liberagdo, como microemulsao,
ciclodextrinas, nanossomas, lipossomas e a acdo de agentes atuantes como
promotores fisicos de penetracdo, como iontoforese, sonoforese e eletroporacao
(NAIK et al, 2000; MOSER et al, 2001).
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2.9. Formulacgoes para uso tépico

Os farmacos que tém administracdo topica (aplicados na pele) tanto podem
agir no local de aplicacdo, como para produzir efeitos sistémicos. Entretanto, na
maioria dos casos, 0 que se pretende com as preparagdes farmacéuticas aplicadas
a pele é que tenham acéo local e, para tanto, sdo formuladas para ter contato local
prolongado com absor¢dao minima (ANSEL et al, 2000).

Os farmacos aplicados a pele para acao local sao antissépticos, antifungicos,
anti-inflamatérios, anestésicos locais, emolientes e protetores contra as condi¢coes
ambientais, como o sol, vento, insetos e irritantes quimicos. E para essa finalidade,
sado administrados como formulagdes semi-sélidas como: as pomadas, géis, cremes,
pastas; como pos secos, aerossodis ou até preparacoes liquidas, como as solucdes e
locbes (ANSEL et al, 2000).

2.9.1 Gel

Géis sado sistemas semi-sélidos que consistem na dispersdo de moléculas
grandes ou pequenas em um veiculo liquido que adquire consisténcia semelhante a
gelatina pela agdo de uma substancia a ele adicionada, como carboximetilcelulose
(ANSEL et al, 2000).

Existem duas classes de géis: géis hidrofébicos, nas quais suas bases
(oleogéis) geralmente consistem em parafina liquida com polietileno ou 6leos
gordurosos gelificados com silica coloidal, sabdes de aluminio ou zinco e géis
hidrofilicos (hidrossollveis, hidrogéis), cujas bases geralmente consistem em agua,
glicerol ou propilenoglicol gelificado com agentes gelificantes adequados como
tragacanto, amido, celulose, derivados, polimeros de carboxivinil e silicatos de
magnésio-aluminio (GENNARO, 2004).

Os géis hidrossoluveis tém sido muito usados em produtos cosméticos e
como base dermatoldgica, pois apresentam facil espalhamento, ndo sao gordurosos
e podem veicular principios ativos hidrossoluveis. Geralmente, as substancias
formadoras de géis sdo polimeros, que quando dispersos em meio aquoso,
assumem conformacdo doadora de viscosidade a preparacao. Polimeros sao
substancias de alto peso molecular, também chamados de macromoléculas
(CORREA et al, 2005).
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O tipo de polimero empregado na formulacdo do gel pode influenciar o
comportamento reoldgico desta e, portanto, pode influenciar a estabilidade fisica do
produto, assim como, o seu comportamento sobre a pele (liberacado de ativos pelo
veiculo e formacao de filme na pele) (CORREA et al, 2005).

Apesar do estudo cientifico das macromoléculas ter se iniciado ha pouco
tempo (cerca de 50 anos), seu desenvolvimento tem sido vertiginoso. Varios
polimeros vém sendo usados nas formulacdes de géis de aplicacao cosméticas e/ou
farmacéuticas, pois apresentam facil espalhamento, ndo sao gordurosos nem
comedogénicos e podem transportar principios ativos hidrossoluveis, lipossoluveis,
vetores carreadores de farmacos como lipossomas e nanoparticulas. Sao mais
indicados para pessoas que possuem pele oleosa e mista (FLORENCE e
ATTWOOD, 2003; CORREA et al, 2005).

Existe grande variedade de matérias-primas disponiveis para a preparacao de
géis e a selecdo adequada para o desenvolvimento destas formulacées, baseia-se
nos requisitos necessarios para a estabilidade, liberacao e eficacia do ativo que
eventualmente sera incorporado na preparacao.

Segundo Aulton (2005) e Lopes e col. (2005), os numerosos agentes
gelificantes podem ser divididos em trés classes: derivados da celulose
(metilcelulose, hidroxietilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose, carboximetilcelulose
sédica); polimeros nao-celulésicos naturais ou semi-sintéticos (gomas, pectinas,
agar, acido alginico); polimeros do acido acrilico (carb6meros — carbopol).

Partindo do pressuposto de que o farmaco nao se liga ao polimero, tais géis
liberam bem o farmaco. Os poros permitem a difusdo relativamente livre de
moléculas menores (AULTON, 2005). Gennaro (2004) também comenta que os géis
muitas vezes proporcionam uma liberacdo mais rapida da droga,
independentemente da solubilidade da droga em agua, quando comparados com 0s
cremes e pomadas.

A formulacao semi-sélida gel € muito utilizada, pois atua como transportadora
para medicamentos que sao topicamente administrados por meio da pele, cérnea,
tecido retal, mucosa nasal, vagina, tecido bucal, membrana uretral e revestimento
externo da orelha. Devido ao seu comportamento reoldgico, os semi-sélidos (creme,
pomada, pasta, gel) podem aderir a superficie de aplicacdo por periodos
suficientemente longos até serem removidos. Tal propriedade ajuda a prolongar a
liberacdo do medicamento no local de aplicagédo, apresenta facilidade de aplicacao,
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capacidade de liberacdo topica de uma grande variedade de moléculas
medicamentosas (GUPTA e GARG, 2002).

2.9.2 Hidroxietilcelulose (Natrosol®250)

Este composto tem grupos hidroxetila ligado a cadeia de celulose e também
se encontra disponivel em diferentes graus de viscosidade. Hidroxietilcelulose tem a
vantagem de ser soluvel tanto em agua quente quanto na agua fria, ndo formando
gel sob aquecimento (AULTON, 2005).

Entre os géis de natureza nao ibnica a base de celulose, o de maior interesse
para veiculacdo de ativos em dermatologia é o gel de hidroxietilcelulose (HEC), pois
€ soluvel em agua fria ou quente, tolera bem pH &cido e é indicado para
incorporacao de ativos que levam a um abaixamento do pH final da formulacao
(FERREIRA, 2000).

2.10 Estudo de estabilidade das formulacoes

Os estudos de estabilidade de produtos cosméticos e farmacéuticos procuram
fornecer informacbes que indiquem o grau de estabilidade relativa de um produto
nas condi¢cdes diversas de exposi¢do a que possa estar sujeito, até o encerramento
de seu prazo de validade. Geram subsidios para a orientagdo nos estudos de
desenvolvimento, como: escolha dos componentes da formulagcao e do material de
acondicionamento  adequado; forma de apresentacdo; materiais de
acondicionamento e embalagens alternativas e a confirmacao do prazo de validade
estimado (RIBEIRO et al, 1996).

Primeiramente sao avaliadas as caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e
odor), o valor de pH e da viscosidade das formulagdes. Estes paradmetros sio
estudados comparativamente, considerando-se as caracteristicas iniciais do produto
e suas alteragdes ao longo do tempo (BABY, 2005).

Os estudos de estabilidade geram resultados que sao avaliados
comparativamente exigindo que os ensaios sejam conduzidos em paralelo com um

produto de referéncia. Este pode ser um produto de mercado, uma formulagéao
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recém preparada ou uma amostra armazenada em condi¢des de alteragédo reduzida,
como refrigerador (5,0 £ 2,0 °C) ou temperatura ambiente ao abrigo de luz e
umidade (25 = 2,0 °C) que conhecidamente preserve as caracteristicas fisicas,
quimicas, microbioldgicas e toxicolégicas do produto (BRASIL, 2004).

Varios fatores influenciam a estabilidade das formulacbes, dentre eles os
extrinsecos, que envolvem condi¢cdes externas as quais os produtos ficam expostos,
como: tempo, temperatura, luz, oxigénio, umidade, material de acondicionamento,
microorganismos e vibracao; os intrinsecos que estao relacionados com a natureza
da formulacdo e a interacdo de seus componentes. Geram, principalmente,
incompatibilidades fisicas e quimicas que podem resultar em alteragcbes nas
caracteristicas organolépticas da formulacéo, separacao de fases e redugao do teor
da substancia ativa (VELASCO-DE-PAOLA, 2001).

2.10.1 Avaliacao preliminar da estabilidade

A avaliagédo preliminar da estabilidade envolve, comumente, nimero elevado
de formulagdes e testes que apresentam condi¢des drasticas de temperatura, efeito
de gravidade e umidade, aplicadas as preparacoes, permitindo, portanto, selecionar
as de melhor desempenho quanto a estabilidade fisica e fisico-quimica. A avaliacdo
preliminar da estabilidade permite que o formulador escolha, dentre as varias
formulas da etapa de desenvolvimento do produto e em concordancia com o0s
critérios estabelecidos para a aceitacdo ou rejeicdo, qual ou quais estédo
aparentemente estaveis (RIBEIRO et al, 1996; BRASIL, 2004).

As formulacbes sao sujeitas as condicoes de estresse térmico, visando
acelerar o surgimento de possiveis sinais de instabilidade. Aquelas que
apresentarem modificacbes apds o teste deverdo ser rejeitadas pelo estudo ou
pesquisadas as possiveis modificagdes nos componentes das preparacées para
melhoria da estabilidade. Aquelas que indicarem melhor desempenho deverdo ser
submetidas ao teste de estabilidade acelerada.

2.10.2 Teste de estabilidade acelerada
O teste de estabilidade acelerada é orientativo na previsdo da estabilidade do
produto em condi¢cdes drasticas de armazenamento e de duragdo reduzida de
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tempo. As formulagbes sdo submetidas ao armazenamento em situacbes de
temperatura e luminosidade extremas e sdo avaliadas apdés o0s ensaios,
selecionando-se as de melhor desempenho ao teste.

Os parametros avaliados envolvem possiveis alteragdes fisicas e fisico-
quimicas, como: aspecto, cor, odor, valor de pH e viscosidade.

O material de acondicionamento possui papel relevante na estabilidade de
formulacbes cosméticas ou farmacéuticas, pois pode proteger o produto da
exposi¢ao a luz, da umidade e dos gases atmosféricos, mas ndo pode evitar o efeito
da variacao da temperatura do ambiente onde € armazenada (BABY, 2005).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar uma formulacao fitoterapica semi-sélida (gel) para uso
topico contendo tintura padronizada de Heliotropium indicum L. (Boraginaceae) com

atividade antimicrobiana.

3.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar através de parametros fisico, quimico e fisico-quimico a droga
vegetal e a tintura de H. indicum L.

e Obter os perfis cromatogréaficos do extrato hidroalcodlico e fragcdes da espécie
em estudo, utilizando cromatografia em camada delgada — CCD e
cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE — DAD;

e (Caracterizar a tintura em funcao de marcadores internos com fins de controle
de qualidade;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato bruto da espécie vegetal
investigada;

e Realizar estudos de planejamento da formulagcao fitoterapica semi-sélida
contendo a tintura de H. indicum L.

e Realizar estudos de formulacédo do extrato liofilizado de H. indicum L. com os
adjuvantes farmacéuticos empregados na formulacao;

e Realizar estudos de estabilidade preliminar da formulacdo farmacéutica
fitoterapica;

e Analisar o comportamento reoldgico do gel fitoterapico;
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4 Material e Métodos

4.1 Material

4.1.1 Matéria-prima vegetal
Material Vegetal: Heliotropium indicum L.
Familia: Boraginaceae

Parte Utilizada: Folhas

4.1.2 Reagentes, solucoes e substancias utilizadas

Reativo de Pascova, reativo de Fehling A, reativo de Fehling B, HCI P.A,
H.SO4 P.A, lugol, solugdo aquosa de ninhidrina a 1%, solugéo alcodlica de FeCls a
1%, metanol P.A, raspas de magnésio, solucdo de HCI a 5%, reativo de
Bouchardat, reativo de Dragendorff, reativo de Mayer, solugdo de HCI 6N, H-O,
concentrado a 30%, solucao de NH4OH 6N, reativo de Kedde, solucao aquosa de
vanilina a 1%, solugdo alcodlica de cloridrato de hidroxilamina a 10%, solugao
metandlica de KOH a 10%, solucdo de HCl a 1 N, cloroférmio P.A, anidrido acético
P.A, reativo para azuleno, éter de petroleo, acido trifluoracético, éter etilico, solucao
de NaOH a 1N, tolueno, solu¢dao de NH,OH a 10%, solug¢ao tampao fosfato pH 4,0
e pH 7,0, Sulfato de sédio anidro, DMSO, acetonitrila P.A., solugdo HCl a 5%,
hidroxietilcelulose - Natrozol® 250 HHRP, propilenoglicol PA-ACS — Quimica
especializada Erich LDTA, metilparabeno — mapric.

4.1.3 Equipamentos

Estufa de circulacao forcada de ar - Quimis® Aparelhos cientificos LTDA,
modelo Q-314M222; moinho de facas tipo Willy; balanca analitica Gehaka BH500;
mufla; agitador eletromagnético para peneiras — Bertel Industria Metaltrgica LTDA;
evaporador rotativo de baixa pressdao Fisatrom, modelo 802; analisador térmico
DTG-60, Shimadzu®, analisador térmico DSC-60, Shimadzu®, espectrofémetro de
infravermelho Thermo Electron Corporation modelo [IR100 espectrometer;
poténciometro PHTEK modelo PHs-EB; liofilizador Thermo  Savant
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MicroModulyo/115 com bomba a vacuo acoplada LP200-Thermo Savant,
cromatografo liquido de alta eficiéncia Merck Hitachi LaChrom® D-7000 com
detector no ultravioleta e com arranjo de diodos, rebmetro marca Rheotet, modelo 2
(tipo cilindro).

4.1.4 Cepas de micro-organismos utilizados:

Foram utilizadas as cepas de micro-organismos: Staphylococcus aureus
ATCC 29913; Escherichia coli ATCC 25922; Pseudomonas aeruginosa ATCC
25853; Candida albicans ATCC 40175. As cepas de microorganismos foram
provenientes do Instituto Oswaldo Cruz — RJ.

4.2 Métodos

As analises foram realizadas nos laboratorios de Processamento de Material
Vegetal, Fitoquimica, Microbiologia, Controle de Qualidade Fisico-Quimico e
Farmacotécnica da Faculdade de Farmécia do Instituto de Ciéncias da Saude, e no
Laboratério de Pesquisa e Andlise de Combustivel, Laboratério de Quimica-
Pesquisa do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais da Universidade Federal do
Para.

4.2.1 Obtencao e identificacao botanica do material vegetal

O material vegetal foi adquirido junto a Associacdo Ver-as-Ervas (Feira do
Ver-0-Peso), Belém — PA, Brasil. O material foi coletado no més de maio de 2008,
as 18 horas, procedente do municipio de Sdo Miguel do Guam4, localizado no
estado do Para a 150 km da capital Belém, com latitude de 01°37'36" sul e
longitude de 47°29'00" oeste (IBGE, 2008). Houve o cuidado em separar uma
amostra das partes aéreas do vegetal (com folhas, flores e vagens) e
posteriormente a secagem, foi confeccionada a exsicata deste material (BARBOSA
et al, 2001). A exsicata (Figura 3) foi submetida a identificagdo botanica,
confirmando, assim, a espécie de estudo: Heliotropium indicum (L.) DC,

pertencente a familia Boraginaceae, com nimero de registro no herbario do Museu
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Paraense Emilio Goeldi: MG 145574. A identificacdo botéanica foi realizada pela
Coordenacado de Botanica do Museu Paraense Emilio Goeldi, sob cuidados
técnicos do Prof. Dr. Méario Augusto Gongalves Jardim.

Figura 3. Exsicata da espécie H. indicum L.

(Boraginaceae) MG 145574,
Fonte: Arquivo Pessoal

4.2.2 Processamento do material vegetal

A planta fresca foi higienizada mediante lavagem em agua potavel e corrente
para remocao de terra, insetos e outras impurezas. O material vegetal foi imerso
em uma solugdo alcodlica a 70% v/v, com a finalidade de remover micro-
organismos presentes e interromper o metabolismo do vegetal, evitando a

alteracdo dos compostos quimicos originalmente presentes. Posteriormente o
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material vegetal foi selecionado, separando-se as folhas, vagens (contendo as
sementes), peciolo e raiz. A parte do vegetal utilizada neste estudo foi: folhas

jovens e maduras de H. indicum L.

As folhas foram secas em temperatura ambiente (por 48 horas) sobre
bancadas do laboratério de processamento de material vegetal da Faculdade de
Farmacia (UFPA), as quais se encontravam previamente limpas, sanitizadas e
revestidas com papel absorvente. A secagem das folhas foi realizada em estufa de
circulacao forcada de ar mantida a temperatura de 40°C, durante quatro dias, tendo
a massa de uma amostra das folhas rigorosamente monitorada até peso constante.
Apds a retirada das folhas ja secas (droga vegetal) da estufa, estas foram
pulverizadas em um moinho de facas a fim de reduzir o material vegetal a

fragmentos de pequenas dimensdes.

4.2.3 Caracterizacao fisica e fisico-quimica das folhas de H. indicum L.
4.2.3.1 Determinacao da distribuicao granulométrica do po.

O procedimento foi desenvolvido usando um agitador de tamises
eletromagnético que produziu movimentos horizontais e verticais e utilizando-se
tamises padronizados superpostos, partindo-se de maior ao menor diametro.
Exatamente 10g da droga seca e pulverizada foram submetidos a série de tamises
com abertura de malha de 1700 ym, 710 ym, 355 ym, 250 ym, 180 ym, 125 um;
durante 30 minutos. O tamanho das particulas foi avaliado pela quantificacao
percentual de retencdo de pé de H. indicum L. em cada tamis (FARMACOPEIA
BRASILEIRA 1V, 1988).
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4.2.3.2 Determinacao de perda por dessecacao do po.

Exatamente 3 g da droga seca e pulverizada foram transferidas para pesa-
filtro. A amostra foi submetida a aquecimento em estufa a 105°C durante 2 horas,
seguida de resfriamento em dessecador e pesagem. Repetiu-se a operacdo até
obtencao de peso constante. Os resultados de trés determinacdes foram avaliados
em termos de porcentagem ponderal sobre a quantidade da amostra, utilizando a
seguinte equacdo: (FARMACOPEIA BRASILEIRA IV, 1988).

% perda = Pu— Ps/Pa x 100

Onde:

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 ap6s a dessecacgao(g)

4.2.3.3 Determinacao do teor de cinzas totais do p6.

Exatamente 3 g da droga foram transferidos para cadinho de porcelana,
previamente calcinados, resfriados e pesados. As amostras nos cadinhos foram
aquecidas gradualmente até atingir 450°C, entdo carbonizadas em chama direta e
incineradas. ApoOs resfriamento em dessecador sob vacuo, as amostras foram
pesadas em balanca analitica, repetindo-se o procedimento até a obtencao de
peso constante. A porcentagem de cinzas foi calculada em relacdo a droga seca
(FARMACOPEIA BRASILEIRA IV, 1988).

4.2.3.4 Obtencao do perfil térmico por termogravimetria (TG, DTA, DSC) do
po.

As analises termogravimétricas do pdé de H. indicum L. foram realizadas por
TG, DTA e DSC. Tais analises foram obtidas nas seguintes condicdes: utilizou-se

uma massa de aproximadamente 8 mg de cada amostra e as transferiu para um

cadinho de platina, logo apés, foram submetidas a uma faixa de temperatura entre
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25 °C a 600 °C, sob atmosfera dindmica de nitrogénio (25,00 mL/min) e razao de
aquecimento de 5 °C/min. Os calculos de perda de massa foram realizados com
auxilio do programa TA-60W da Shimadzu® (SILVA JUNIOR, 2006; ALVES, 2008;
NUNES, 2009).

A determinacao da curva DSC do p6 foi analisada na faixa de temperatura
de 25 °C até 300 °C. Para todos os outros parametros seguiram-se 0S mesmos
critérios adotados para TG e DTA.

4.2.3.5 Obtencao do perfil espectroscopico na regiao do IV do pé6.

Na andlise por espectroscopia na regiao do IV as leituras foram realizadas
na faixa de absorgdo de nimero de onda de 4000 cm™ a 500 cm™, com quantidade
apropriada da amostra comprimida em cristal de seleneto de zinco (SILVA
JUNIOR, 2006; ALVES, 2008; NUNES, 2009).

4.2.4 Obtencao e caracterizacao quimica e fisico-quimica da solucao extrativa
de H. indicum L.:

4.2.4.1 Obtencao da tintura a partir das folhas de H. indicum L.

A extracao de ativos da espécie vegetal em questao foi realizada de acordo
com o método preconizado pela FARMACOPEIA BRASILEIRA Il (1959), seguindo
o processo geral M para a obtencado de tintura a partir do processo extrativo -
maceracao. A tintura fitoterapica foi preparada por maceracao (protegido da luz e
sob temperatura ambiente), em solucao hidroalcodlica a 70° GL, por 10 dias, com
teor de 20% da droga (p/v).

4.2.4.2 Determinacao do pH da tintura.

A determinacdo do pH de H. indicum L. foi realizada em potenciémetro

previamente calibrado com solugcées tampdo pH 4,0 e 7,0 e os resultados
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corresponderam & média de trés determinacdes independentes (FARMACOPEIA
BRASILEIRA IV, 1988).

4.2.4.3 Determinacao da densidade aparente da tintura.

A analise da densidade aparente da tintura seguiu o método do picnémetro.
Um picnémetro com capacidade para 5 mL, previamente tarado, foi preenchido
com o liquido padrdao (agua recém destilada e fervida) e pesado. Em seguida o
picnémetro foi rinsado com a amostra e pesado. A relacdo entre o peso da amostra
e do liquido padrdo, em um volume fixo, forneceu o valor da densidade aparente da
tintura & média de trés determinacdes independentes (FARMACOPEIA
BRASILEIRA 1V, 1988).

4.2.4.4 Determinacao do residuo seco da tintura.

Exatamente 1 mL da tintura foi pipetado e transferido para capsulas de
porcelana previamente taradas nas mesmas condicdes empregadas durante a
andlise propriamente dita. As capsulas foram colocadas em banho maria, nao
excedendo a temperatura de 40 °C, até secura e, em seguida, levadas a estufa a
110 ° C, até peso constante. Apéds resfriarem em dessecador, as capsulas foram
pesadas, tendo a média de trés determinacdes de residuo seco calculado (MACIEL
et al, 2006).

4.2.5 Abordagem Fitoquimica da tintura.
4.2.5.1 Obtencao do extrato bruto a partir da tintura.

Um volume da tintura foi concentrado em evaporador rotativo a baixa
pressao, para remocao do solvente organico (solucdo hidroalcodlica a 70° GL)
tendo o cuidado para que a temperatura de aquecimento ndo excedesse 40°C.
Apo6s a evaporacdo do solvente o extrato foi levado a estufa a 40°C, até total
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evaporacao do residuo de solvente e para obtencao do extrato bruto de H. indicum
L.

4.2.5.2 Prospeccao quimica do extrato bruto:

A prospecgdo quimica do extrato bruto foi realizada com a finalidade de
identificar a presenca de classes de metabdlitos secundarios na espécie em
estudo. Dessa forma, realizaram-se testes para: saponinas, acidos organicos,
acucares redutores, polisssacarideos, fendis e taninos, proteinas e aminoaciodos,
flavondides  gerais, (glicosideos cardiacos, catequinas, derivados de
benzoquinonas, naftoquionas, fenantroquinonas, lactonas sesquiterpénicas e
outras lactonas, alcaldides, purinas, esterdides, triterpendides, azulenos,
carotendides, depsidios, depsidonas, derivados da cumarina e antraquinonas. Os
testes foram realizados em ftriplicata e seguiram as condi¢coes estabelecidas no
Manual para Analise Fitoquimica e Cromatogréafia de Extratos Vegetais (BARBOSA
et al, 2001). O procedimento experimental segue descrito:

a. Testes que utilizam como solvente agua destilada

Foi preparada uma solucdo-mée com extrato bruto de H. indicum L. para
realizar os testes que utilizam agua destilada como solvente. Para isso, foram
pesados 140 mg de EB e dissolvidos em 28 mL de agua destilada. Em seguida
esta solucao foi levada ao banho de ultrassom a fim de dissolver todo soluto.
Posteriormente, a solucédo foi filtrada em papel de filtro Whatman qualitativo,

reservando o filtrado e obtendo-se a solugao-méae.

Saponinas espumidicas:

Foram transferidos 5 mL da solugdo-mae para tubo de ensaio (triplicata),
sendo diluida em 15 mL. Em seguida, a solugéo foi agitada vigorosamente por 2
minutos em tubo fechado. Se a camada de espuma permanece estavel por mais de
meia hora, o resultado é considerado positivo.

Acidos organicos:
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Foram transferidos 2 mL da solucdo-mae ja filtrada para uma placa
escavada. A solucdo foi adicionada gotas do reativo de Pascova. Se houver
descoloracao do reativo, a reagao é positiva.

Acucares redutores:

Foram transferidos 5 mL da solugcdo-mae para tubo de ensaio. Em seguida,
foram adicionados 2 mL do reativo de Fehling A e 2 mL do reativo de Fehling B e
levados ao aquecimento em banho maria até ebulicdo por 5 minutos. O
aparecimento de um precipitado vermelho tijolo, indica presenca de acucares
redutores.

Polissacarideos:

Foram transferidos 5 mL da solugdo-mae para tubo de ensaio, adicionado de

2 gotas de lugol. O aparecimento de coloracao azul indica resultado positivo.

Fendis e taninos:

Foram transferidos 5 mL da solugdo-mae para tubo de ensaio, adicionado de
2 gotas de solucao alcodlica de FeCl; a 1%. Qualquer mudancga na coloragao ou
formacgao de precipitado indica reacao positiva, quando comparado com o teste em
branco (solvente+reativo). Uma coloragdo inicial entre o azul e o vermelho é
indicativa da presenga de fendis. Precipitado escuro de tonalidade azul indica

presenca de taninos pirogalicos, e verde, presenca de taninos catéquicos.

Proteinas e aminoacidos:

Foram transferidos 5 mL da solugdo-méae para tubo de ensaio, adicionado de
0,5 mL de solugdo aquosa de nihidrina a 1% e aquecido em banho maria até
ebulicdo. O aparecimento de coloragao violeta persistente indica reacao positiva.

b. Testes que utilizam como solvente metanol

Foi preparada uma solucdo-mae com extrato bruto de H. indicum L. para
realizar os testes que utilizam metanol como solvente. Para isso, foram pesados

120 mg de EB e dissolvidos em 24 mL de metanol. Em seguida esta solugéo foi
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levada ao banho de ultrassom a fim de dissolver todo soluto. Posteriormente, a
solucao foi filtrada em papel de filtro Whatman qualitativo, reservando o filtrado e
obtendo-se a solucdo-mae.

Flavonodides:

Foram transferidos 10 mL da solucdo-mée para tubo de ensaio (triplicata),
em seguida foram adicionadas 5 gotas de HCI concentrado e raspas de magnésio.

O surgimento de uma coloracao rosea indica reac¢ao positiva.

Glicosideos cardiacos:

Foram transferidos 5 mL da solucdo-mae para tubo de ensaio. Esta foi
separada em duas porcoes de 2 mL cada e adicionada gotas do reativo de Kedde.
O aparecimento de coloragao azul ou violeta indica reacao positiva.

Catequinas:

Foram transferidos 3 mL da solucdo-méae para tubo de ensaio, adicionado 1
mL de solucdo aquosa de vanilina a 1% e 1 mL de HCI concentrado. O surgimento

de coloragao vermelha intensa indica reagao positiva.

Derivados de benzoquinonas, naftoquinonas e fenantraquinonas:

Foram transferidos 3 mL da solucdo-mée para tubo de ensaio, adicionado 2
gotas de Na,CO; a 25%, 2 gotas de formaldeido a 4% e 2 gotas de o-
dinitrobenzeno a 5%. Em seguida, a solu¢do foi aquecida em banho maria. O

aparecimento de uma coloragéo violeta indica reag&o positiva.

Sesquiterpenolactonas e outras lactonas:

Foram transferidos 3 mL da solugdo-mae para tubo de ensaio, adicionado 12
gotas de solugédo alcodlica de cloridrato de hidroxilamina a 10% e 2 gotas de
solucdo metanodlica de KOH a 10%. A solugdo foi aquecida em banho maria
durante 2 minutos. Em seguida, resfriada e acidulada com solucdo de HCI a 1N,
por fim foi adicionado 1 gotas de FeCls 1%. O surgimento de uma coloragéo violeta
indica reacao positiva.
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c. Testes que utilizam como solvente cloroférmio

Foi preparada uma solucdo-mée com extrato bruto de H. indicum L. para
realizar os testes que utilizam cloroférmio como solvente. Para isso, foram pesados
75 mg de EB e dissolvidos em 15 mL de cloroférmio. Em seguida esta solucao foi
levada ao banho de ultrassom a fim de dissolver todo soluto. Posteriormente, a
solugéo foi filtrada em papel de filtro Whatman qualitativo, reservando o filtrado e
obtendo-se a solugdo-mae.

Esterdides e triterpendides:

10 ml da solugdo-mée foram filtrados sobre carvao ativado (triplicata). O
filtrado foi transferido para um tubo de ensaio completamente seco, adicionado 1
mL de anidrido acético e agitado suavemente. Em seguida, foram adicionadas 3
gotas de H>SO,4 concentrado e novamente agitado. O rapido desenvolvimento de

cores que vao do azul evanescente ao verde persistente indicam resultado positivo.

Azulenos:

2 mL da solugdo-mae foram transferidos para tubo de ensaio. Esta foi
concentrada até 0,5 mL em banho maria e adicionada 2,5mL da solug&o de reativo
de azuleno. Em seguida, a solugdo foi aquecida em banho maria durante 5
minutos. Apéds resfriar, o conteldo do tubo de ensaio foi transferiu para um funil de
decantagao e adicionado 10 mL de éter de petréleo. Este foi agitado e quando as
duas fases estavam distintas, a fase aquosa foi observada. Quando h& presenca
de proazulenos, a fase aquosa adquire coloragdo azul, porém, quando estes estdo

em pequena quantidade, a coloragao observada € esverdeada.

Carotenoides:

3 ml da solucdo-mae foram transferidas para tubo de ensaio, no qual foram
adicionadas gotas de acido trifluoracético. O desenvolvimento de coloragdo azul
indica reacao positiva.

d. Testes que utilizam como solvente éter etilico

Foi preparada uma solucdo-mée com extrato bruto de H. indicum L. para

realizar os testes que utilizam éter etilico como solvente. Para isso, foram pesados
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50 mg de EB e dissolvidos em 10 mL de éter etilico. Em seguida esta solugao foi
levada ao banho de ultra-som a fim de dissolver todo soluto. Posteriormente, a
solucao foi filtrada em papel de filtro Whatman qualitativo, reservando o filtrado e
obtendo-se a solugdo-mae.

Depsidios e depsidonas:

5 mL da solugcdo-mae foram transferidos para um tubo de ensaio (triplicata) e
evaporado em banho maria. Posteriormente, 3 mL de metanol foram adicionados
ao residuo e agitado. Ap6s agitacdo, foram adicionadas 3 gotas da solugdo de
FeCl; 1%. O aparecimento de coloracdo verde, azul ou cinza indica reacao
positiva.

Derivados da cumarina:

5 mL da solugdo-méae foram transferidas para um tubo de ensaio (triplicata),
o solvente foi concentrado em banho maria até 0,5 mL. Em seguida, foi aplicada
em um papel de filtro gotas da solucédo etérea, de modo que se formou duas
manchas de aproximadamente 1 cm de didmetro cada. A uma destas manchas foi
adicionada 1 gota de solucao de NaOH 1N e a metade dela foi coberta com papel
escuro, expondo a outra metade a luz ultravioleta. Para leitura do resultado as
manchas foram descobertas e comparadas. O aparecimento de fluorescéncia azul
na parte exposta da mancha indica reacgao positiva.

e. Outros testes realizados:

Alcaldides:

25 mg do extrato bruto de H. indicum L. foram dissolvidos em 5 mL de
solucao de HCI 5% e filtrados. Foram separadas quatro por¢coées de 1 mL em cada
cavidade de uma placa escavada e 1 mL do branco e adicionado em cada
cavidade gotas dos reativos de Bouchard, Dragendorff, Mayer e Bertrand.
Precipitagdo ou turvagdo em pelo menos uma cavidade € indicativa de resultado
positivo.

Purinas:
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5 mg do extrato bruto, 3 gotas de solu¢do de HCI 6N e 2 gotas de H>O, a
30% foram reunidas em uma capsula de porcelana e levadas ao banho maria até
formacao de um residuo corado de vermelho. Posteriormente, 3 gotas de solucéo
de NH4OH 6N foram adicionadas a capsula de porcelana. O surgimento de
coloracao violeta indica reacao positiva.

4.2.5.3 Obtencao da fracao alcaloidica (FA).

A fracdo alcaloidica foi obtida por particdo liquido-liquido em meio acido e
basico, representado esquematicamente na figura 4. A particdo consistiu no
tratamento de 2,61 g do extrato bruto com 50 mL de HCI 5%. Em seguida, a
solucdo acida foi filtrada em papel de filtro qualitativo - Whatman. O filtrado acido
obtido foi transferido para funil de decantacao e tratado com aliquotas n-hexano (5
x 10 mL), recolhendo a fragdo hexanica acida. Apo6s a obtencdo da fracao
hexanica, a solugdo aquosa foi transferida para um erlenmeyer e alcalinizada com
NH4OH concentrado até pH 10. A solucdo aquosa alcalina foi transferida para um
funil de decantacdo para extracao dos alcalbdides, para isso foram utilizadas
aliquotas de cloroférmio (5 x 10 mL). A extracdo dos alcaldides foi monitorada
através de spots tests sobre cromatoplaca e aspergida com reagente de
Dragendroff. (SHARAPIN, 2000).

A fragdo cloroférmica total obtida foi reunida, transferida para funil de
decantagdo e lavada com agua destilada, até neutralizacdo do cloroférmio. A
fracdo cloroférmica neutra obtida foi filtrada utilizando sulfato de sodio anidro para
remocado de agua residual. Em seguida, a fracdo alcaloidica foi evaporada em
evaporador rotativo sob baixa pressdo (ndo excedendo 35 °C) e transferida para
um frasco previamente pesado. O solvente residual foi evaporado a temperatura
ambiente e protegido da luz, obtendo a fragédo alcaloidica.
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Figura 4. Esquema da parti¢édo liquido-liquido acido e basico para obtengéo da fragao

hexanica (FH) e da fracao alcaloidica (FA).

4.2.5.4 Determinacao do perfil cromatografico da fracao alcaloidica (FA) e da
fracao hexanica (FH) por cromatografia em camada delgada (CCD).

As fragdes FA e FH resultante da particdo acido e basico foram aplicadas na

forma de barras sobre placas cromatograficas de 5x10 cm utilizando como fase
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estacionaria gel de silica Merck® e fase mével CHCIs/CH3OH na proporcao de
90:10 em cuba cromatografica com atmosfera de NH;OH. Apds eluicdo dos
solventes de polaridade crescente e separacdo das substancias, o0s
cromatogramas foram observados sob luz visivel, luz ultravioleta (254 nm e 365
nm) e por fim revelados com reagente de Dragendorff. (solucdo de BiONO; e Kl em
acido acético diluido) e HClI 5% (WAGNER e BLADT, 2001). O resultado é
considerado positivo quando a reacao leva ao aparecimento de uma “mancha” com
coloragao vermelho alaranjado. O Rf deu-se pela razao das distancias percorridas

pela mancha e pelo eluente na cromatoplaca.

4.2.5.5 Determinacao do perfil cromatografico por CLAE.

Para a analise da fragcao alcaloidica e hexanica (3 mg/mL) na tintura de H.
indicum L (20 mg/mL) empregou-se uma coluna Agilent LiChrospher 100®, RP8 (5
mm e 250 x 3,0 mm) mantida a temperatura de 26 °C. A fase movel foi constituida
de acetonitrila e metanol, em gradiente linear de 80% de acetonitrila e 20% de
metanol, terminando com 99% de acetonitrila e 1% de metanol, com fluxo de 0,75
mL/min durante 18 min. O volume da amostra carregada foi de 50 uL sendo 20 uL
injetados pelo sistema de injecdo Rheodyne. A anadlise foi realizada na faixa de

absorbancia de 200 a 350 nm.

4.2.6 Obtencao do extrato liofilizado a partir da tintura.

O extrato liofilizado de H. indicum L. foi obtido ap6s a evaporacao do
solvente etanol em evaporador rotativo sob baixa pressdo e o extrato aquoso
resultante foi resfriado a -70°C e liofilizado.

4.2.6.1 Obtencao do perfil térmico por termogravimetria (TG, DTA e DSC) do
extrato liofilizado.

As andlises termogravimétricas do extrato liofilizado foram realizadas por
TG, DTA e DSC. Tais analises foram obtidas nas seguintes condigdes: utilizou-se

uma massa de aproximadamente 8 mg de cada amostra e as transferiu para um
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cadinho de platina, logo apés, foram submetidas a uma faixa de temperatura entre
25 °C a 600 °C, sob atmosfera dinamica de nitrogénio (25,00 mL/min) e razao de
aquecimento de 5 °C/min. Os calculos de perda de massa foram realizados com
auxilio do programa TA-60W da Shimadzu® (SILVA JUNIOR, 2006, ALVES, 2008,
NUNES, 2009).

A determinacdo da curva DSC do extrato foi analisado na faixa de
temperatura de 25 °C até 300 °C. Para todos os outros parametros seguiram-se 0s

mesmos critérios adotados para TG.

4.2.6.2 Obtencao do perfil espectroscopico na regiao do IV do extrato
liofilizado.

O extrato liofilizado foi submetido a anélise por espectroscopia de absorcao
na regiao do IV. As leituras foram realizadas na faixa de absor¢do de numero de
onda de 4000 cm™ a 500 cm™', com quantidade apropriada da amostra comprimida
em cristal de seleneto de zinco (SILVA JUNIOR, 2006, ALVES, 2008, NUNES,
2009).

4.2.7 Ensaio bioldgico do extrato hidroalcodlico de H. indicum L.

4.2.7.1 Micro-organismos testados:

Os micro-organismos testados foram cepas padrao ATCC (American Type
Culture Colection) recomendadas para testes de suscetibilidade aos
antimicrobianos (CLSI, 2003). Em resumo, 0s micro-organismos testados

apresentam as seguintes caracteristicas:

Staphylococcus aureus (ATCC 29913): Cocos gram-positivos, amplamente
encontrados na natureza, compdem a microbiota normal da pele. Alguns sao
causadores de infecgcdes de carater oportunistas no homem e nos animais. Sao

responsaveis por inumeras e variadas infeccées e sindromes em humanos e com
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resisténcia a varias classes de antimicrobianos (TORTORA et al, 2003; LEVINSON
e JAWETZ, 2005).

Escherichia coli (ATCC 25922): Bacilos gram-negativos. Constituem a microbiota
intestinal, tornando-se patogénico em localizacGes extra-intestinal ou mesmo
intestinal. Sao agentes de infecgdo gastrointestinal e os principais responsaveis por
infeccdes urinarias em mulheres. Apresentam facilidade na aquisicido e
transferéncia de plasmideos de resisténcia a antimicrobianos (TORTORA et al,
2003; LEVINSON e JAWETZ, 2005).

Pseudomonas aeruginosas (ATCC 25853): Bacilos gram-negativos néo
fermentadores. Podem ser encontrados na pele, fezes e garganta de individuos
normais. Este microorganismo causa infec¢des tipicamente oportunistas do tipo
nosocomial e é resistente a uma grande variedade de antimicrobianos (TORTORA
et al, 2003; LEVINSON e JAWETZ, 2005).

Candida albicans (ATCC 40175): Fungo leveduriforme. E comensal no trato
gastrointestinal e geniturinario, porém € o principal agente de infec¢des fungicas
oportunistas, principalmente no trato vaginal e oral (TORTORA et al, 2003;
LEVINSON e JAWETZ, 2005).

4.2.7.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana do extrato bruto.

Para a avaliacdo preliminar da atividade antimicrobiana do extrato bruto de
H. indicum L., empregou-se o método de disco-difusdo em meio solido (BAUER et
al, 1966, NCCLS, 2003a; KARTAL et al, 2003;SANTOS et al, 2007). Esta técnica
consiste na preparagcdo dos inéculos dos microorganismos a serem testados,
tomando-se 3 a 4 coldnias isoladas e diluidas em solucédo salina a 0,85% até atingir
a turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland [0,5 mL de cloreto
de bario a 1,75% (p/v) + 99,5 mL de solucdo de &cido sulfurico a 1% (V)]
correspondendo a aproximadamente 1 a 2 x 102 UFC/mL de E. coli (BAUER et al,
1966; CLSI, 2003; KARTAL et al, 2003).
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Para a inoculacao das placas de teste utilizou-se um swab de algodao estéril
o qual foi imerso na suspensao ajustada, até 15 minutos apés ajustar a turbidez da
suspensao do inéculo. A superficie da placa contendo agar Miueller-Hinton foi
inoculada através da técnica da semeadura do swab em toda a superficie estéril do
meio. Repetiu-se 0 procedimento semeando outras duas vezes, girando a placa
aproximadamente 90° cada vez, a fim de assegurar a distribuicdo uniforme do
in6culo. Como passo final, passou-se o swab na margem da placa de agar.

Posteriormente procedeu-se a aplicacdo dos discos nas placas, realizado
por um conjunto predeterminado de discos de papel de filtro padronizados e
estéreis (Whatman - tipo n° 3) com 6,0 mm de didmetro. Em cada disco de papel
foram impregnados 10 pL do extrato dissolvido em DMSO, nas concentragdes de
500, 250, 125 e 62,5 mgmmL. Os discos contendo o extrato em diferentes
concentragdes foram aplicados na superficie da placa semeada, de maneira a
assegurar contato completo com a superficie do meio de cultura. As placas,
contendo o inéculo semeado e os discos controle (10 uL de DMSO) e teste (10 uL
do extrato dissolvido em DMSOQO), foram armazenados em estufa a 35,5 °C +1° C,
durante 24 horas.

Apés a incubacdo das placas, procedeu-se a leitura dos resultados para a
verificacdo e afericdo da possivel formacao de halos de inibicado, em milimetros, ao
redor dos discos contendo o extrato. O resultado final representa a média de duas
determinacdes e foi considerado como suscetivel halo igual ou superior a 8,0 mm
de diametro (PAREKH e CHANDA, 2007; SANTOS et al, 2007).

4.2.8 Estudos da formulacao contendo a tintura padronizada de H. indicum L.

4.2.8.1 Obtencao da formulacao.

Foi empregada uma base galénica de caracteristica hidrofilica empregando-
se como polimero o hidroxietilcelulose (Natrozol® 250) comumente empregado na
farmacotécnica de formas farmacéuticas semi-sélidas, na qual foi incorporada a

tintura de H. indicum L. na concentracao de 10%.

Para o preparo da base, foram pesados cada componente da formulagéao

separadamente (Quadro 1) O conservante metilparabeno foi diluido em agua e



Material e Méetodos 70

essa mistura foi levada a uma placa aquecedora sob temperatura de 55,0 °C + 2,0
°C. Em seguida, acrescentou-se o polimero hidroxietilcelulose umedecido em
propilenoglicol, agitando-se continuamente com bastdo de vidro até completa
dispersao desses componentes. Obtida a completa dispersdo dos componentes da
formulacdo, a mistura foi retirada do aquecimento e deixada em repouso a
temperatura ambiente por 24 horas. Apos esse periodo a tintura foi incorporada a
base (NUNES, 2009). Todos os componentes empregados na formulacao seguem
descritos no quadro abaixo.

Quadro 1. Componentes da formulagao fitoterapica semi-sélida e suas respectivas concentragdes.

Componentes da Formulacao Concentracao (%)
Tintura de Heliotropium indicum L. 10
Hidroxietilcelulose (Natrosol®250) 1,5
Propilenoglicol 5
Metilparabeno 0,2
Agua destilada q.s.p. 100

4.2.8.2 Caracterizacao fisico-quimica da mistura fisica do extrato liofilizado x
adjuvantes farmacéuticos empregados na formulacao por Termogravimetria
(TG), Analise Térmica Diferencial (DTA), Calorimetria Exploratoria Diferencial
(DSC) e espectrometria na regiao do infravermelho (1V).

4.2.8.2.1 Preparo das amostras.

As misturas binarias foram preparadas por misturas fisicas do extrato
liofilizado de H. indicum L com os excipientes da formulagdo nas seguintes

concentragoes:
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- Extrato liofilizado/hidroxietilcelulose. (1:1 p/p)
- Extrato liofilizado/propilenoglicol /. (1:2 p/p)
- Extrato liofilizado/metilparabeno /. (1:1 p/p)

4.2.8.2.2 Termogravimetria (TG e DTA) dos excipientes da formulacao e de

suas misturas binarias com o extrato liofilizado.

Para obtencéo das curvas termogravimétricas (TG e DTA) dos excipientes e
de suas misturas binarias com o extrato liofilizado, utilizou-se uma massa de
aproximadamente 8 mg de cada amostra e as transferiu para um cadinho de
platina, logo apés, foram submetidas a uma faixa de temperatura entre 25 °C a 600
°C, sob atmosfera dindmica de nitrogénio (25,00 mL/min) e razdo de aquecimento
de 5°C/min. Os calculos de perda de massa foram realizados com auxilio do
programa TA-60W da Shimadzu® (SILVA JUNIOR, 2006; ALVES 2008, NUNES,
2009).

4.2.8.2.3 Analise da Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC).

Para obtencao das curvas DSC dos excipientes e de suas misturas binarias
com o extrato liofilizado, utilizou-se uma massa de aproximadamente 8 mg de cada
amostra e as transferiu para um cadinho de platina. Em seguida, foram submetidas
a uma faixa de temperatura entre 25 °C até 300 °C, sob atmosfera dindmica de
nitrogénio (25,00 mL/min) e razdo de aquecimento de 5°C/min. Os caélculos da
diferenca de temperatura (AH) foram realizados com auxilio do programa TA-60W
da Shimadzu® (SILVA JUNIOR, 2006; NUNES, 2009).
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4.2.8.2.4 Analise espectrofotométrica na regiao do infravermelho dos
excipientes da formulacao e de suas misturas binarias com o extrato
liofilizado.

As amostras dos excipientes da formulacdo e das misturas binarias do
extrato liofilizado com seus excipientes foram submetidas a andlise por
espectroscopia de absor¢cdo na regidao do infravermelho. As leituras foram
realizadas na faixa de absorcdo de nimero de onda de 4000 cm™ a 500 cm™, com
quantidades apropriadas das amostras comprimidas em cristal de seleneto de
zinco (SILVA JUNIOR, 2006; ALVES 2008, NUNES, 2009).

4.2.9 Avaliacao preliminar da estabilidade da formulacao.

4.2.9.1 Teste de centrifugacao.

Foram pesados 5,0 g do gel em tubos de centrifuga. O teste da
centrifugacao foi realizado em duplicata, nas seguintes condi¢gdes experimentais:
temperatura ambiente (25 °C + 2,0 °C); velocidade de rotacdo de 3.000 rpm e
tempo de teste de 30 minutos (BRASIL, 2004).

4.2.9.2 Teste do estresse térmico.

Foram utilizadas réplicas de 12 amostras do gel de 5,0 g do mesmo lote, as
quais foram acondicionadas em vidros neutros. Seis amostras foram submetidas ao
aquecimento em estufa a temperatura de 45 °C + 2,0 °C em 6 ciclos avaliados no
intervalo de 24 h, enquanto as outras seis amostras permaneceram a temperatura
ambiente (25 °C * 2 °C), as quais foram utilizadas como controle, pois é esperado
as menores alteracdes nessas condi¢cées (BRASIL, 2004). Logo ap6s o término de
cada ciclo, as amostras foram avaliadas pelos seguintes parametros:
caracteristicas organolépticas (enfatizando possiveis alteragdes na aparéncia, cor e
odor. A homogeneidade, brilho e auséncia de grumos e precipitados também foram
analisados) e determinacao do valor de pH. Os resultados obtidos nos tempos t; a
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ts do ciclo da estufa foram comparados aos resultados das amostras de referéncias

(amostras que permaneceram a temperatura ambiente) (BRASIL, 2004).

4.2.9.3 Determinacao do valor de pH.

O pH das amostras (o a tg) foi determinado nas dispersées das amostras em
agua recém destilada e na proporcao 1:10 em trés determinacdes e a temperatura
ambiente (25 °C = 2 °C). As leituras de cada amostra foram realizadas em trés

determinagdes.

4.2.9.4 Avaliacao do perfil reolégico da formulacao.

Apbs 48 h de sua preparagao, a formulagao obtida foi avaliada quanto ao
comportamento reolégico em redmetro marca Rheotet, modelo 2 (tipo cilindro),
utiizando o dispositivo AIICS 1. As leituras mensuradas foram realizadas a
velocidade crescente e decrescente para obtencdo das curvas ascendentes e
descendentes. A partir dos dados experimentais, as curvas de escoamento foram
avaliadas graficamente pela velocidade versus tensao de cisalhamento e pela
viscosidade aparente versus velocidade de cisalhamento.
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5. RESULTADOS
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5 Resultados
5.1 Estudos de pré-formulacao

5.1.1 Avaliacao das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas da droga vegetal.

5.1.1.1 Determinacao da distribuicao granulométrica do pé6.

Pela avaliagdo granulométrica do pé das folhas de H. indicum L. foi possivel
classificar a droga vegetal como pdé grosso, sendo estabelecido pela
FARMACOPEIA BRASILEIRA IV (1988) como aquele cujas particulas passam em
sua totalidade pelo tamis como abertura nominal de malha de 1700 um, e no

maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de 355 um (Figura 5).

Massa Retida (%)

180

125 Fundo

Abertura de malha do tamis (um)

Figura 5. Determinacdo da distribuicdo granulométrica do p6 das folhas de
H. indicum L.
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5.1.1.2 Determinacao da perda por dessecacao e do teor de cinzas totais do

po6 de H. indicum L.

Tabela 1. Determinagéo da perda por dessecacao e teor de cinzas totais do p6 das folhas de H.

indicum L.
Testes n X (%) £ DPR
Perda por dessecacéao 3 12,88 £ 0,046
Teor de cinzas totais 3 17,14 £ 0,726

n = n°de amostras
X = médias dos resultados independentes
DPR = desvio padrao relativo

5.1.1.3 Analise do perfil térmico por TG do po.

A curva termogravimétrica (TG) do pdé mostra que houve perda inicial de
massa de 11,88% na faixa de temperatura de 25 °C a 110 °C. Observou-se que da
temperatura de 240 °C até aproximadamente 330 °C houve perda de massa de
32,12% e de 390 °C até 600 °C houve uma perda de massa do material de 33,94%.
Foi possivel verificar uma perda total de massa de 79,64% na faixa de temperatura
analisada de 25 °C a 600 °C, com residuo de 20,36% (Figura 6; Tabela 2).

TGA DITGA
% mgfrmin

100.00-

+ 0.00

80.00-

60.00- 4-0.20

40.00-
4-040

20.00-

0.00 100.00 00.00 300.00 400.00 500.00 500.00
Temp [C]

Figura 6. Curvas TG e DrTG do pé das folhas de H. indicum L.
obtida a 5°C/min, sob atmosfera: N,, fluxo: 25,00
mL/min.



Resultados 77

Tabela 2. Perfil térmico (TG) do p6 das folhas de H. indicum L. com suas respectivas perdas de
massa, em cada intervalo de temperatura (°C).

Temperatura (°C)
Amostra 25-110 240 -330 390 - 570 25 -600 Residuo

Perda de Massa (Am) (%)

P6 das folhas 11,88 32,12 33,94 79,64 20,36

5.1.1.4 Analise DSC do po.

A curva DSC da droga vegetal mostra um evento endotérmico na faixa de
temperatura de 29 °C a 140 °C, com um consumo de energia de 369,43 Jg. O
processo de decomposicdo tem inicio na temperatura de 250 °C, sendo
evidenciado por dois eventos exotérmicos consecutivos. O primeiro ocorre na faixa
de temperatura de 275 °C a 365 °C (AH= 222,97 J/g) e o segundo de menor
intensidade ocorre na faixa de temperatura de 558 °C a 594 °C (AH= 7,39 J/g)
(Figura 7; Tabela 3).

DsC Temp
mW_ C
3.00 - 600.00
2.00+

500.00
1.000 1 400.00
0.00 1 300.00
-1.00- 4 200.00
-2.00F 1 100.00
300 . . 4 0.00
3005 5o 50.00 100.00

Time [min]

Figura 7. Curva DSC do pé das folhas de H. indicum L. obtida
a 5 °C/min, sob atmosfera: Ny, fluxo: 25,00 mL/min.
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Tabela 3. Valores das entalpias apresentadas pela droga vegetal de H. indicum L. em diferentes

temperaturas, analisadas por DSC.

78

Temperatura (°C)

Amostra 29-140 275-365 558-594
AH (Jg)
P6 das folhas 369,43 222,97 7,39

5.1.1.5 Perfil espectroscoépico na regiao do IV do po.

A andlise espectrométrica na regiao do IV do p6 das folhas de H. indicum L.,

teve a finalidade de obter informacdes preliminares dos constituintes quimicos

presentes na droga vegetal. As principais bandas de absorcdo em 3340 cm™, 3270

cm™, 3229 cm™, 1599 cm™, 1408 cm™, 1010 cm™ (Figura 8) correspondem aos

grupamentos funcionais apresentados na tabela 8 (p.86).
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Figura 8. Espectro na regido do IV do pé das folhas de H. indicum L.
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5.1.2 Caracterizacao fisico-quimica da tintura de H. indicum L.
5.1.2.1 Determinacao do pH, densidade aparente e residuo seco da tintura.

Os valores do pH, densidade aparente e residuo seco da tintura de H.
indicum L. estdo descritos na tabela 4.

Tabela 4. Determinacao do pH, densidade aparente e residuo seco da tintura de H. indicum L.

Testes n X (%) + DPR
pH 3 7,81 £ 0,006
Densidade aparente 3 0,8953 + 0,001
Residuo Seco 3 1,44 + 0,199

n = n°de amostras

X = médias dos resultados
DPR = desvio padrao relativo

5.1.3 Abordagem Fitoquimica da tintura.
5.1.3.1 Prospeccao quimica do extrato bruto.

A determinacao dos constituintes quimicos relevantes para identificacao de
drogas vegetais faz parte da avaliacdo da matéria-prima empregada. O perfil
quimico indicou a presenca das seguintes classes quimicas na tintura: agucares
redutores, fendis e taninos, esterdides e triterpendides, carotendides e indicativo de
proazulenos. A reacdo de precipitacdo do extrato bruto com Dragendorff néo foi
observada, entretanto a fragdo alcaloidica apresentou reacdo com Dragendorff
indicado pela presenca de um precipitado vermelho alaranjado, sugerindo a

presenca de alcaldide na espécie (Tabela 5).



Tabela 5. Prospecc¢ao quimica do extrato bruto de H. indicum L.

Resultados

Metabolitos Secundarios

Resultado

Saponinas

Acucares redutores

Polissacarideos

Fenois

Taninos Catéquicos

Proteinas e Aminoacidos

Flavonodides

Glicosideos cardiacos

Catequinas

Derivados de Benzoquinonas, Naftoquinonas
e fenantraquinonas

Lactonas sesquiterpénicas e outras lactonas

Alcaldides

Purinas

Esteroides e triterpendides

Azulenos

| (proazulenos)

Carotendides

+

Depsidios e Depsidonas

Antraquinonas

+ positivo
- negativo
| = indicativo
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5.1.3.2 Determinacao do perfil cromatografico da fracao alcaloidica (FA) e da
fracao hexanica (FH) obtido por cromatografia em camada delgada (CCD).

As figuras 9 e 10 mostram os cromatogramas das FA e FH com os fatores
de retencdo das substancias separadas pelo sistema eluente CHCI3/CH3;OH na
proporcao de 90:10 em atmosfera de NH4OH. A mancha com fator de retencao de
0,84 foi observada em ambos cromatogramas da FA e da FH, sugerindo se tratar

da mesma substancia.

=
Rf=0,84 — — Rf=0.84 Rf=083 — Bl Rr=084
Rf=0,66 — Rf=066 —
RE053 — Rf=0,35 ==
— Rf=0,53
Rf=0,4
Rf=0,29 —
— Rf=0,15 i
0 =
P
Figura 9. Cromatograma da FA visualizado no Figura 10. Cromatograma da FH visualizado
UV a 254 nm (a esquerda) e revelado no UV a 254 nm (a esquerda)
com Dragendorff e HCI 5% (a direita) revelado com Dragendorff e HCI
obtido pelo sistema eluente 5% (a direita) obtido pelo sistema
CHCIyCH3;OH (90:10), em atmosfera eluente CHCIyCH3;OH (90:10), em

de NH,OH. atmosfera de NH,OH.
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5.1.3.3 Determinacao do perfil do extrato bruto, da fracao alcaloidica e da

fracao hexanica de H. indicum L. por CLAE.

A CLAE foi utilizada para gerar o perfil cromatografico do extrato bruto de H.

indicum L. e suas fragdes (fracdo alcaloidica e hexanica). A figura 11 mostra que o

cromatograma A referente ao extrato bruto apresenta um pico com Rt=1,60 min e

0,9607 de pureza. Este pico foi reproduzido na fracdo alcaloidica e na fragéao

hexanica ambos com Rt=1,73 min e pureza de 0,9621 e 0,9147, respectivamente
(Figura11Be 11C)

Alriccobdaemc s el 1%

i

} Rt=1,60

Temapo die nebens e fzmimy

i
[ Rt-1,73

T g e W B ol

T

Comge) e jotome] o (man|

Figura 11. Perfil cromatografico por CLAE-UV/DAD a 250

nm do extrato bruto de H. indicum L.
Cromatogramas: A- extrato bruto (1,60 min); B-
fracdo alcaloidica (1,73 min), C- fragéo
hexanica (1,73 min).
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Quando comparado os espectros na regido do ultravioleta referente ao
extrato bruto e a fragdo alcaloidica idéntico aos picos com Rt=1,60 min e Rt=1,73
min respectivamente, é observado uma semelhanca entre esses dois espectros,

apresentando correlagéo de 0,9657 (Figura 12).
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Figura 12. Espectros no UV em 250 nm idéntico ao pico com
Rt=1,60 min (extrato) e Ri=1,73 min (fracéo
alcaloidica).

5.1.4 Caracterizacao fisico-quimica do extrato liofilizado de H. indicum L.
5.1.4.1 Analise do perfil térmico por TG do extrato liofilizado.

A curva TG do extrato liofilizado a partir da tintura de H. indicum L. mostra
gue houve perda inicial de massa de 5,3% na faixa de temperatura de 25 °C a 110
°C. Na temperatura de 200 °C até aproximadamente 330 °C houve perda de massa
acumulada de 29,08%; a partir de 390 °C até 600 °C ocorreu perda de massa
acumulada do material de 14,85%. Foi possivel verificar uma perda total de massa
de 65,00% na faixa de temperatura analisada de 25 °C a 600 °C (Figura 13; Tabela
6).
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TGA DITGA
% Y%o/sec
100.00 1115
£0.00
4110
£0.00
40.00 1108
0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 500.00
Temp [C]

Figura 13. Curvas TG e DrTG do extrato liofilizado de H. indicum
L. obtida a 5 °C/min, sob atmosfera: N, fluxo: 25,00
mL/min.

Tabela 6. Perfil térmico (TG) do extrato liofilizado de H. indicum L. com suas respectivas perdas de
massa, em cada intervalo de temperatura (°C).

Temperatura (°C)
Amostra 25-110 200-330 390-600 25 - 600 Residuo

Perda de Massa (Am) (%)

Extrato liofilizado 5,3 29,08 14,85 65,00 35,00
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5.1.4.2 Analise DSC do extrato liofilizado.

A curva DSC do extrato liofilizado demonstra um evento endotérmico, na
faixa de temperatura de 80 °C a 160 °C, com consumo de energia de 18,33 J/g. O
processo de decomposi¢ao tem inicio na temperatura de 250 °C caracterizados por
eventos exotérmicos (Figura 14; Tabela 7).

osc
ot

30.00-

20.00-

10.00-

0.00F

.00 10000 200.00 30000 0000 500,00 50000
Termp [2]

Figura 14. Curva DSC do extrato liofilizado de H. indicum L. obtida
a 5 °C/min, sob atmosfera: N, fluxo: 25,00 mL/min.

Tabela 7. Valores das entalpias apresentadas pelo extrato liofilizado de H. indicum L. em diferentes
temperaturas, analisadas por DSC.

Temperatura (°C)

Amostra 80 - 160 250-350 400-450 520- 540 550-600
AH (Jg)
Extrato 18,33 179,69 99,22 25,71 531,70

liofilizado
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5.1.4.3 Perfil espectroscopico na regiao do IV do extrato liofilizado.

Pela Figura 15 é possivel verificar bandas de absorcdo de 3283 cm’
caracteristica de grupamento funcional hidroxila fenélica, absorcdo em 2917 cm™ e
2849 cm™ caracteristico de C-H e 1573 cmcaracteristico de carbonila (C=0)

conjugadas.

Transmitancia (u.a)

Sﬂ:

e T e T S
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Nimero de onda (cm-1)

Figura 15. Espectro na regido do IV do extrato liofilizado de H.
indicum L.

Tabela 8. Faixa de absorgao de ligacdes das moléculas no extrato de H. indicum L.

Faixa de absorcdo (cm™) Tipo de ligagéao
3400-3200 -OH
2900-2820 C-H (alifatico)
1640-1540 C=0
1385-1380 CH,

1175- 1050 C-O




Resultados 87

A figura 16 mostra um aumento na intensidade das bandas de absorcao
observadas no espectro na regido do IV do extrato liofilizado, quando comparado

com o espectro na regiao do 1V da droga vegetal.

— Diroga vegetal

Extrato liofilizado

Transmitdncia (u.a)

T T T T T T
000 2000 2000 1000

Momero de onda (cm"j

Figura 16. Espectros na regido do infravermelho da droga
vegetal e do extrato liofilizado de H. indicum L.

5.2 Avaliacao preliminar da atividade antimicrobiana do extrato bruto de H.

indicum L.

Os ensaios preliminares da atividade antimicrobiana in vitro do EB de H.
indicum L. revelam uma inibicdo no crescimento das cepas gram-positivas (Figura
17; Tabela 9).



Resultados

Figura 17. Placa mostrando os halos de inibicdo do
crescimento da cepa de S. aureus com discos
contendo diferentes concentracées do EB de H.
indicum L dissolvido em DMSO.

88

Tabela 9. Valores médios dos halos de inibicdo (mm) obtidos pelo método de difusdo em disco
utilizado na andlise do extrato bruto de H. indicum L. em diferentes concentragoes.

Concentracao (mg/mL)
Cepas de microorganismos
500 250 125

62,5

Staphylococcus aureus + + -
(ATCC 29913) (12,5 £0,707) (10,5 £0,707)

Pseudomonas aeruginosas - - -
(ATCC 25853)

Escherichia coli - - -
(ATCC 25922)

Candida albicans - - -
(ATCC 40175)

+ positivo; (média do halo de inibigdo £ DPR)
- negativo
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5.3 Estudo da formulacao.

5.3.1 Determinacao dos ensaios preliminares do extrato liofilizado de H.
indicum L. com suas misturas binarias por termogravimetria (TG), analise

térmica diferencial (DTA) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC).

As curvas TG, DTA e DSC do extrato liofilizado, hidroxietilcelulose (HEC) e
suas misturas binarias (extrato/HEC — 1:1 p/p) estao apresentadas nas Figuras 18,
19 e 20, respectivamente. Os resultados referentes aos seus percentuais de perda
de massa e variacao de temperatura estdo descritos na Tabela 10 e Tabela 11,

respectivamente.

TGA
%

100.00-

= — Extrato liofilizado
R P — — Edrato licfiizado fHEC (1:1 p/p)

80.00-
60.00-

40.00-

20.00-

0.00 100.00 500.00 300.00 400.00 500.00 600.00
Temp [C]

Figura 18. Curvas TG correspondente ao extrato liofilizado de H.
indicum L., mistura binaria extrato/HEC (1:1 p/p) e HEC.
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DTA
uv

Extrata liofilizadao
— — = Exrato liofilizado / HEC (1:1 p/p)

40.00-

20.00-

0.00-

-20.00-

‘ . . . ‘ . ¥
0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00
Temp [C]

Figura 19. Curvas DTA correspondente ao extrato liofilizado de H.
indicum L., a mistura binaria (extrato/HEC — 1:1 p/p) e a
HEC.

Tabela 10. Resultados termogravimétricos (TG) correspondente a perda de massa (Am) do
extrato liofilizado de H. indicum L, da HEC e da mistura binaria do extrato liofilizado e

HEC (1:1 p/p).

Componentes da Temperatura Temperatura Perda de
formulacao inicial (°C) final (°C) massa (Am)
(%)
25 110 5,3
Extrato liofilizado 200 330 29.08
390 600 14,85
25 110 7,71
HEC 220 370 64,09
400 595,76 4,89
Extrato/HEC (1:1 p/p) 25 110 6,6
180 370 49,53
390 600 13,83
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20.00-

10.00-

-10.00-

— Extrata liofilizado
= = Exrato liofilizado f HEC (1:1 p/p)
HEC

100.00

200.00

Temp [C]

300.00

Figura 20. Curvas DSC correspondente ao extrato liofilizado de
H. indicum L., a mistura binaria (extrato/HEC — 1:1

p/p) e a HEC.

Tabela 11. Resultados termogravimétricos (DTA e DSC) correspondente a variagdo de energia
(AH) do extrato liofilizado de H. indicum L., da HEC e da mistura binaria do extrato
liofilizado e HEC (1:1 p/p).

Componentes da Temperatura | Temperatura DTA DSC
formulacao inicial (°C) final (°C) AH (J/g) AH (J/g)
80 150 85,05 18,33
Extrato liofilizado 220 350 1023,90 -
550 600 761,61 -
25,92 75,66 239,8 -
HEC 80 150 - 93,13
Extrato/HEC (1:1 p/p) 25 80 111,71 82,55
210 335 1042,22 -
530 600 1204,22 -
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As curvas TG, DTA e DSC do extrato liofilizado, metilparabeno e suas

misturas binarias (extrato/metilparabeno — 1:1 p/p) estdo apresentadas nas Figuras

21, 22 e 23, respectivamente. Os resultados referentes aos seus percentuais de

perda de massa e variacao de temperatura estao descritos na Tabela 12 e 13.

TGA
%

100.00-

50.00-

______

— Extrato liofilizado
— — Extrato/Metilparabeno (1:1 p/p)
""" Metilparabena

100.00 00.00

300.00 400.00
Temp [C]

500.00

Figura 21. Curvas TG correspondente ao extrato liofilizado, a

mistura binaria (extrato/metilparabeno — 1:1

metilparabeno.

p/p) e

Tabela 12. Resultados termogravimétricos (TG) correspondente a perda de massa (Am) do
extrato liofilizado de H. indicum L., do metilparabeno e da mistura binaria do
extrato liofilizado e metilparabeno (1:1 p/p).

Componentes da Temperatura Temperatura | Perda de massa (%)
formulacao inicial (°C) final (°C)
25 110 5,3
Extrato liofilizado 200 330 29,08
390 600 14,85
27 99 0,31
Metilparabeno 100 216 99,83
300,1 550,61 0,22
25 110 3,83
Extrato/Metilparabeno 186 227 59,54
(1:1 p/p) 443 600 5,07
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DTA
uv
Extrata lioflizada
s0.00- - Extrata liofilizada / Metilparabeno (1.1 pfo)
------ Metilparabeno
0.00-
-50.00r
0.00 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00
Temp [C]

Figura 22. Curvas DTA correspondente ao extrato liofilizado, a
mistura bindria (extrato/metilparabeno — 1:1 p/p) e
metilparabeno.

DSC
mwW
30.00-
—— Extrato liofilizado
— — Exrato licfilizado / Metilparaheno (1:1 pip)
----- Metilparabeno
20.00-
10,000 \H""V*Nf’—/d—’/
0.00F T TN e T T x
B e,
-10.00" b
-20.000

10(.‘;.00 206.00 300|.00
Temp [C]

Figura 23. Curvas DSC correspondente ao extrato liofilizado, a mistura
binéria (extrato/metilparabeno — 1:1 p/p) e metilparabeno.
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Tabela 13. Resultados termogravimétricos (DTA e DSC) correspondente a variagéo de energia
(AH) do extrato liofilizado de H. indicum L., do metilparabeno e da mistura binaria do
extrato liofilizado e metilparabeno (1:1 p/p).

Componentes da Temperatura | Temperatura DTA DSC
formulacao inicial (°C) final (°C) AH (J/g) AH
(J/9)
80 150 85,05 -
Extrato liofilizado 80 160 - 18,33
220 350 1023,90 -
550 600 761,61 -
80,12 130,07 240,24 -
125 150 238,61 147,16
Metilparabeno 160 225 548,26 -
165 206 - 60,78
225 245 - 58,99
80 130 94,05 -
80 110 - 33,15
112 135 - 10,53
Extrato/Metilparabeno 145 205 - 72,35
(1:1 p/p) 160 250 271,67 -
251 360 395,50 -
558 600 393,26 -

As curvas TG, DTA e DSC do extrato liofilizado, propilenoglicol e suas
misturas binarias (extrato/propilenoglicol — 1:2 p/p) estdo apresentadas nas Figuras
24, 25 e 26, respectivamente. Os resultados referentes aos seus percentuais de
perda de massa e variacao de temperatura estao descritos na Tabela 14 e 15.
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100.00-
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Figura 24. Curvas TG correspondente ao extrato liofilizado, a mistura

binaria
propilenoglicol.

(extrato/propilenoglicol — 1:2 p/p) e ao

Tabela 14. Resultados termogravimétricos (TG) correspondente a perda de massa (Am) do
extrato liofilizado de H. indicum L., do propilenoglicol e da mistura binaria do
extrato liofilizado e propilenoglicol (1:2 p/p).

Componentes da Temperatura | Temperatura | Perda de massa
formulacao inicial (°C) final (°C) (%)

25 110 5,3
Extrato liofilizado 200 330 29,08

390 600 14,85
Propilenoglicol 108 140 99,95

25 140 62,79
Extrato/Propilenoglicol 218 269,45 10,3
(1:2 p/p) 435 461 3,86
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DTA
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50.00r
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Figura 25. Curvas DTA correspondente ao extrato liofilizado, a
mistura bindria (extrato/propilenoglicol — 1:2 p/p) e
propilenoglicol.

DSC
mW
30.00-
—— Extrato liofilizado
— — Bxrato liofilizado / Prapilenaglicol {1:2 pip)
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20.00-
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0.00+
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Temp [C]

Figura 26. Curvas DSC correspondente ao extrato liofilizado, a
mistura binaria (extrato/propilenoglicol — 1:2 p/p) e

propilenoglicol.
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Tabela 15. Resultados termogravimétricos (TG) correspondente a perda de massa (Am) do
extrato liofilizado de H. indicum L., do propilenoglicol e da mistura binaria do extrato

liofilizado e propilenoglicol (1:2 p/p).

Componentes da Temperatura | Temperatur DTA DSC
formulacao inicial (°C) a final (°C) AH (J/g) AH (J/g)
80 150 85,05 -
Extrato liofilizado 80 160 - 18,33
220 350 1023,90 -
550 600 761,61 -
28 150 823,46 -
Propilenoglicol 222 237 - 155,74
25 150 1160,37 -
Extrato/Propilenoglicol 530 600 303,63 -
(1:2 p/p) 90 180 - 88,33

5.3.2 Analise espectrofotométrica na regiao do infravermelho do extrato

liofilizado e suas misturas binarias.

Os espectros na regidao do IV do extrato liofilizado, da mistura binaria

(Extrato/Hidroxietilcelulose — 1:1 p/p) e a hidroxietilcelulose estao apresentadas na

Figura 27. As bandas de absor¢do do extrato liofilizado foram observadas na

mistura binaria com seus excipientes analisados, verificando uma compatibilidade

do extrato com as misturas binarias dos excipientes farmacéuticos utilizados na

formulacao.
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Ra's

Transmitdncia (UA)

Extrato Liofilizado M. ivdicom L.

Mistura Binara 1:1 pdp

Hidroxietilcelulose

T T T T T
<000 Z000 2000 1000

Mimero de anda (ecm™)
Figura 27. Espectros na regido do IV do extrato liofilizado

de H. indicum L., da mistura binaria (extrato/HEC

1:1 p/p) e da HEC, analisados na faixa de
absorco de 4000-500 cm™.

Os espectros na regiao do IV do extrato liofilizado, da mistura binaria

(Extrato/Metilparabeno — 1:1 p/p) e o metilparabeno estdo apresentados na Figura
28.

—— Estrato liefilizado de M. indicus L.
—— Mlistura binaria 1:1 pip
Metilpaabeno
E M{
=
=
=
=
=
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=
i
—
'_
T T T T T
4000 2000 2000 1000

Figura 28. Espectros na regido do 1V do extrato liofilizado de
H. indicum L., da mistura  binéaria
(extrato/metilparabeno 1:1 p/p) e do

metilparabeno, analisados na faixa de absorg¢ao
de 4000-500 cm™.
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Os espectros na regidao do IV do extrato liofilizado, da mistura binaria

(Extrato/Propilenoglicol — 1:2 p/p) e o propilenoglicol estdo apresentados na da
Figura 29.

R=van

Transmitincia (UA)

—— Euxtrato liofilizado M. indices L.
——Mistura binaria 1:2 p/p
Propilenoglical

T T T T T T
4000 2000 2000 1000

Mamero de onda (u:m")

Figura 29. Espectros na regido do IV do extrato liofilizado
de H. indicum L. da mistura binaria
(extrato/propilenoglicol 1:2 p/p) e do
propilenoglicol, analisados na faixa de
absorco de 4000-500 cm™.

5.3.3 Formulacao fitoterapica contendo tintura padronizada de H. indicum L.

5.3.3.1 Avaliacao da formulacao semi-sélida contendo a tintura de H. indicum
L.

Os aspectos primarios considerados na estabilidade de uma formulacéo
cosmética sdo os aspectos fisicos que devem conservar as propriedades fisicas
originais como aspecto, cor, odor, uniformidade (BRASIL, 2004). Portanto, a
formulacdo farmacéutica fitoterapica obtida apresentou uma boa consisténcia de
gel, usando o polimero hidroxietilcelulose na concentragédo de 1,5%, cor verde,

caracteristico da tintura de H. indicum L. e odor também caracteristico da tintura.

5.3.3.2 Teste de Centrifugacao.
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Apbs a submissdo do gel a forca centripeta visando a aceleracdo de
possiveis processos de instabilidade, foi possivel observar a ndo ocorréncia de
desestruturacao da cadeia polimérica do gel contendo a tintura de H. indicum L.,
assim a formulagdo foi aprovada no teste de centrifugacdo, permitindo a
continuidade dos testes de estabilidade do gel.

5.3.3.3 Teste de estresse térmico.

Para realizacdo dos ciclos em estufa e temperatura ambiente foi verificada
as seguintes caracteristicas organolépticas: aspecto, cor e odor (BRASIL, 2004;
LIMA et al, 2008). Apds 24 h do preparo da formulacdo, observou-se que o gel
apresenta aspecto homogéneo, cor verde e odor caracteristico da tintura de H.
indicum L.. Essas caracteristicas foram consideradas como padrao para
comparacao com as amostras submetidas aos ciclos em estufa (45°C+2°C). Apds a
analise macroscopica de cada amostra ao término dos ciclos ndo se observou

quaisquer caracteristicas apresentadas pela amostra padrao.
5.3.3.4 Determinacao do pH da formulacao
Os valores de pH obtidos por potencibmetria direta em dispersao aquosa

das amostra do gel em estufa (45°C+2°C) e das amostras que permaneceram a
temperatura ambiente (25°C+2°C), estao representadas na figura 30.

S =—&— Amostra a 25°C

= =0= = Amostra a 45°C

Valor de pH
w H w N ~ o] (e}

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
Ciclo de estabilidade

Figura 30. Valores de pH obtidos pelo teste do estresse térmico das amostras do gel de H.
indicum L. submetido a estufa (45 °C £ 2 °C) e das amostras do gel de H.
indicum L. submetido a temperatura ambiente (25 °C + 2 °C), n= 3.
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5.3.3.5 Avaliacao do comportamento reologico da formulacao

A figura 31 mostra que a formulagcao apresenta perfil de material fluidificante.
O comportamento de deformacédo da formulacdo obtida pode ser observado na
figura 32. O gel apresentou uma pequena area de histerese, ocorrendo uma
sobreposicao das curvas ascendentes e descendentes do processo.
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Figura 31. Caracteristicas da viscosidade da formulagdo contendo
tintura de H. indicum L.
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Figura 32. Perfil reolégico da formulagao contendo tintura de H.
indicum L.
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6. DISCUSSAO
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6. Discussdao

O Brasil € um dos paises mais ricos em biodiversidade vegetal e um grande
fornecedor deste tipo de matéria-prima, porém o desenvolvimento tecnoldgico de
medicamentos fitoterapicos no pais ainda € incipiente, necessitando de um controle
de qualidade mais rigoroso e eficiente. Varias empresas nacionais empregam
matéria-prima vegetal diretamente na elaboragdo de seus medicamentos. No Brasil
20% da populacdo é responsavel por 63% do consumo dos medicamentos
fitoterdpicos disponiveis (DI STASI, 1996). Essa alternativa é utilizada tanto dentro
de um contexto cultural, na medicina popular, quanto na forma de fitoterapicos. Por
isso, os fitoterapicos véem sendo, no caso do Brasil e de muitos paises, o suporte da
industria farmacéutica genuinamente nacional de pequeno e médio porte (FARIAS et
al, 1994). Varias prefeituras municipais tém estruturado programas de uso de
fitoterapicos, como a prefeitura municipal de Curitiba, que desde 1989, lancou um
programa implantando a fitoterapia nas unidades de saude do municipio. Seguindo
este exemplo alguns estados no pais vém realizando a implantacdo de programas
de fitoterapia na atencdo primaria a saude, com o objetivo de conhecer o perfil de
utilizacdo e prescrigdo dos fitoterapicos (SIMOES et al, 2001; PORTAL DA SAUDE,
2009).

Atualmente, o uso de plantas medicinais tem despertado o interesse de
orgaos governamentais na tentativa de utilizar esses produtos como recurso
terapéutico, porém € essencial que o medicamento fitoterapico passe por todo
processo de avaliacdo da eficacia, toxicidade, testes microbiolégicos, ou seja, um
rigoroso controle de qualidade para depois ser comercializado como produto
terapéutico.

A utilizagdo de matérias-primas vegetais para obtencao de uma formulagéao
fitoterapica ndo apresentava os critérios definidos de aceitacdo da qualidade. Foi
somente com a RDC n° 17 de 2000 e RDC n° 48 de 2004 (revoga anterior) que tais
critérios passaram a ser definidos e exigidos. Assim, para desenvolver um
medicamento fitoterapico é preciso planejar e obter preparacoes intermediarias para
transformacao da matéria-prima vegetal em um produto acabado, o qual originara a
apresentacao farmacéutica desejada. Tal processo € importante porque o material

inicial para estudo devera ser estavel de modo que garanta a reprodutibilidade do
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processo e suficientemente seco e pulverizado para que se consiga um bom
rendimento no processo de extracdo dos constituintes quimicos de interesse
farmacéuticos (SILVA JUNIOR, 2006).

Neste trabalho foi realizado o processo de caracterizagao fisica, quimica e
fisico-quimica da droga vegetal e da solucdo extrativa (tintura) das folhas de H.
indicum L. (Boraginaceae) em virtude da importancia que estas determinacdes
proporcionam na montagem de métodos para controle de qualidade desde o
processo da coleta do material vegetal até a obtencdo do produto intermediario e

final.

Dessa forma, o material vegetal foi coletado, higienizado, seco, pulverizado e
armazenado, tendo todas estas etapas devidamente padronizadas para garantir a
reprodutibilidade do processo. A espécie foi coletada no més de maio de 2008, as 18
horas. Informacdes sobre época e horario de coleta sdo importantes, pois as
espécies apresentam épocas especificas em que contém maior quantidade de
principios ativos no seu tecido, podendo variar tanto no periodo de um dia como em
épocas do ano (MARTINS et al, 1995). Este critério é importante no que diz respeito
a qualidade quimica do produto, pois uma baixa concentracdo da substancia ativa
no material pode levar a uma desconfianca na pureza do produto. Logo, o
conhecimento da época correta de coleta do material desejado leva a obtencéo de
produtos de melhor qualidade.

E fundamental todo um aparato técnico-cientifico no momento da coleta do
vegetal, pois o conhecimento prévio de coleta e manuseio do vegetal até a secagem
€ uma maneira de evitar danos as plantas. O recipiente de coleta do material colhido
nao devera danifica-lo, a fim de evitar o esmagamento. E o material vegetal deve
estar protegido da incidéncia de raios solares, pois estes aceleram sua degradacéo.
Assim, o material colhido deve ser imediatamente levado ao local de secagem para
impedir reagdes que destruam os principios ativos das plantas (CORREA JUNIOR et
al, 1994).

Quando se estuda plantas, a identificacdo da espécie e sua perpetuacao
como testemunho sdo os passos mais importantes para que qualquer investigacao
possa ser reproduzida. Por isso, a espécie vegetal em estudo foi devidamente
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identificada por profissional capacitado e depositada no herbario do Museu
Paraense Emilio Goeldi.

Na preparacao do material vegetal, visando uma maior estabilidade quimica e
a fim de interromper os processos metabdlicos que ocorrem mesmo apds a coleta da
planta, o material foi submetido a processo de estabilizacdo e secagem. Para a
estabilizacdo do vegetal, este foi imediatamente tratado com solugcéo etandlica 70%
(v/v) de forma a impedir a acdo enzimdtica e, assim, evitar a alteracdo dos
compostos quimicos originalmente presentes no vegetal. Tal processo consistiu na
desnaturacao protéica das enzimas celulares, através da destruicao das estruturas
quaterndrias e terciarias, pela agdo de um agente desidratante (etanol). A secagem
do material teve por finalidade a retirada de 4gua e, com isso, impedir reacdes de
hidrélise e de crescimento microbiano. Apdés secagem, o material vegetal seco foi
submetido a processo de moagem para reduzi-lo, mecanicamente, a fragmentos de
pequenas dimensdes, preparando-o0, assim, para a proxima etapa que consisti na

extracgao.

A determinacgao da distribuicao granulométrica do pé das folhas de H. indicum
L. foi importante para determinar o grau de divisdo do p6 expresso pela referéncia a
abertura nominal da malha do tamis. A droga vegetal recebeu a classificacao de p6
grosso pela FARMACOPEIA BRASILEIRA IV (1988) (Figura 5, p.75). A
determinacao da distribuicdo granulométrica da droga vegetal € um parametro da
eficiéncia da extracao, porque particulas muito finas impedem a absor¢ao do liquido
extrator e diminuem a eficiéncia da extracao. Ja particulas de alta granulometria nao
apresentam grande superficie de contato, o que também diminui a eficiéncia da
extracdo (PERTILE, 2007).

A perda por dessecagéo € um indicativo do teor de material volatil do vegetal e,
indiretamente da umidade residual presente em drogas vegetais (COSTA, 1982). A
perda por dessecacao da droga vegetal em estudo é inferior a 14% (Tabela 1, p.76),
logo esta dentro do parametro estabelecido pela FARMACOPEIA BRASILEIRA IV
(1988). O conhecimento sobre perda por dessecacdao do material vegetal faz-se
importante, pois ira influenciar no processo de conservacdo que aliado a um
armazenamento adequado, mantera a qualidade da espécie vegetal, a estabilidade
e a preservacdao de suas propriedades terapéuticas (BRAGA et al, 2007). A
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determinacdo do teor de agua residual presente nas drogas vegetais também
garante um indice da qualidade de sua preparacdo e da garantia de sua
conservacao (COSTA, 1982). Dessa forma, o valor encontrado para a droga vegetal
em estudo encontra-se dentro dos valores estabelecidos pela Farmacopéia
Brasileira IV (1988), indicando uma boa conservacdo e uma secagem eficiente da
matéria-prima vegetal.

A importancia da determinagéao da perda por dessecacgao esta ligada também a
estabilidade microbiolégica da matéria-prima vegetal, como expressdo da sua
suscetibilidade ao desenvolvimento de fungos e bactérias, e a estabilidade quimica,
representada especialmente pelos processos de hidrélise (WHO, 1992). Além de
representar riscos devido a producdo de substancias téxicas, pode acarretar
destruicdo e/ou alteracao dos principios ativos tornando-se assim o material vegetal
impréprio ao consumo (AMARAL et al., 2003). A perda por dessecacao pode, ainda,
fornecer dados a cerca do rendimento de extracdo, ja que a secagem influi no
estado de integridade das estruturas celulares, expondo-as mais ou menos ao
contato com solventes (HARBORNE et al, 1975). Além do que, sob o ponto de vista
tecnoldgico e de producgéo, é importante conhecer quantitativamente o conteudo de
agua presente na matéria-prima, para que este valor seja considerado nos calculos
de rendimento (DE PAULA, 1996).

A determinacdo de cinzas totais em material vegetal pode servir como método
para avaliar a pureza do material, detectando a presenca excessiva de substancias
aderentes. E aplicada uma metodologia simples no controle de qualidade da droga
vegetal, permitindo detectar adulteracdes e evitar a exposicdo do consumidor ao
risco real do uso de material vegetal inadequado (AMARAL et al., 2003). As cinzas
resultantes da incineracdo do material vegetal podem ser fisiolégicas (derivada dos
componentes minerais da prépria planta) e nao fisioldégicas (derivada da matéria
estranha, como solo, areia que adere a superficie da droga vegetal). Quando estas
cinzas apresentam um teor superior ao indicado pela monografia, geralmente séao
referentes a procedimentos de colheita e pds-colheita inadequados (SHARAPIN et
al, 2000).

O resultado encontrado na determinacéo do teor de cinzas totais para o pé das
folhas de H. indicum L. indica a quantidade de substancia residual nao-volatil no

processo de incineracdo (Tabela 1, p.76). Tal valor, apesar de relativamente
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elevado, corrobora com os valores encontrados na literatura para material vegetal
referente a familia Boraginaceae (TOLEDO et al, 2003). Entretanto inUmeros fatores
podem alterar esse teor, como aqueles relacionados aos procedimentos de coleta,
secagem e transporte dos materiais, ou mesmo devido as diferencas em termos da
localizacdo geogréfica dos materiais analisados (SILVA JUNIOR, 2006).

A andlise térmica tem despertado grande interesse dos pesquisadores e
tecnélogos, principalmente nos dltimos anos, devido a utilizacdo deste grupo de
técnicas na caracterizagcdo da droga de origem natural ou sintética e também em
alimentos. Pode ser aplicada a materiais como polimeros, farmacos e produtos
cosméticos em geral (ARAGAO et al, 2002; OLIVEIRA et al, 2004).

Essa metodologia analitica visa substituir os atuais métodos classicos utilizados
no controle de qualidade de produtos naturais, entre outros fatores por ser uma
metodologia confiavel e de rapida execucdo (ARAGAO et al, 2002). As técnicas
termoanaliticas também sao usadas na area de farmacos e medicamentos para a
aplicagdo e estudos de estabilidade térmica, compatibilidade farmaco-excipiente e
para determinacéo da pureza (RODRIGUES et al, 2005; ALVES et al, 2006).

Ressalta-se, ainda, que os resultados obtidos conduzem a parametros
relevantes no processamento industrial de farmacos e de medicamentos. E uma das
potencialidades analiticas da termogravimetria é determinar o teor de umidade do
material analisado, por isso, é utilizada no controle biol6gico para armazenamento.
Pode ser utilizada, também, para determinagédo do teor de cinzas como indicador da
qualidade de sais minerais e possiveis adulteragdes do material com compostos
inorganicos (FELSNER e MATOS, 1998).

As analises termoanaliticas (TG, DTA e DSC) do p6 da planta e do extrato
liofilizado foram analisadas na faixa de temperatura de 25 °C a 110 °C pr6ximo da
faixa de temperatura dos métodos convencionais descritos pela Farmacopéia
Brasileira IV (1988), com finalidade de comparar as condi¢cdes experimentais entre
0s métodos convencionais e termogravimétricos. Deu-se preferéncia pelo processo
de liofilizagao, pois € mantida uma melhor estabilidade do material, conservando sua
composicao quimica e atividade biol6gica (AYROSA et al, 2007).

As curvas termogravimétricas (TG, DTA e DSC) obtidas em atmosferas de
nitrogénio mostram perdas de massa e variagdo de entalpia caracterizada pelos
eventos de decomposicdao do material analisado. A figura 6 (p.76) mostra um
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primeiro estagio de perda de massa da droga no intervalo de temperatura de 25 °C a
110 °C, que esta de acordo com o evento endotérmico ocorrido pela curva DSC da
droga (Figura 7, p.77 e Tabela 3, p.78). Essa perda de massa inicial pode ser
atribuida a desidratacdo da droga vegetal e evaporacdo de constituintes volateis
como os 6leos essenciais (IWESOLOWSKI et al., 2003). A curva TG do p6 da planta
(Figura 6, p.76) mostra eventos que também s&o observados na curva DSC (Figura
7, p.77) e correspondem a perda de agua superficial ou de umidade da droga e/ou
evaporacao de compostos volateis. Com tais dados da analise termogravimétrica e o
resultado do ensaio gravimétrico de perda por dessecacao do pé das folhas de H.
indicum L. é possivel verificar que a andlise termogravimétrica fornece uma
estimativa do conteldo de agua residual presente no material apés seu preparo
(SILVA JUNIOR, 2006) (Tabela 1, p.76 e Tabela 2, p.77).

No segundo estagio de decomposicdo que se inicia por volta de 240 °C
(Figura 6, p.76; Tabela 2,, p.77), ocorre uma significativa perda de massa, devido a
decomposicao térmica de carboidratos e demais compostos organicos presentes na
droga e ao inicio da carbonizacdo do material vegetal (WESOLOWSKI et al.,2003;
ARAUJO et al, 2006) que é refletida pela curva TG, enquanto ao mesmo tempo a
curva DSC indica fortes eventos exotérmico nessa temperatura (Figura 7, p.77). A
partir de 390 °C, observa-se a terceira etapa de decomposicao do material vegetal,
referente a queima de restos carbonizados da matéria organica (Figura 6; Tabela 2)
(FARIA et al, 2002).

A curva TG referente ao extrato liofilizado (Figura 13, p.84) mostra uma perda
de massa inicial de 5,3% (Tabela 6, p.84) na faixa de temperatura analisada de 25
°C até 110 °C. Esta perda de massa € simultaneamente acompanhada por um
evento endotérmico verificado pelas curvas DTA e DSC (Figura 14; Tabela 7, p.85).
Tais valores podem ser atribuidos a desidratacdo do material vegetal e/ou
evaporagao de constituintes volateis, garantindo, assim, uma estabilidade térmica do

extrato nesta faixa de temperatura.

A partir de 200 °C observam-se eventos caracteristicamente exotérmicos
evidenciados pelas curvas DTA e DSC (Figura 14), com um consumo de energia
caracterizando um processo de decomposicado térmica do material (Tabela 7). As
curvas TG e DSC na faixa de temperatura de 200 °C a 330 °C mostram uma perda
de massa significativa e um consumo de energia elevado (Figura 13 e 14; Tabela 6 e
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Tabela 7, respectivamente) atribuido provavelmente a queima de material organico
presente no extrato liofilizado e acima de 400 °C foi evidenciada a formacao de
cinzas do material (Figura 13; Tabela 6).

Com isso, verifica-se por meio das analises térmicas que tanto a droga
vegetal quanto o extrato liofilizado de H. indicum L. apresentam uma boa
estabilidade térmica até 180°C (Figuras 6, p.76 e Figura 13, p.84). Esta informacéo é
extremamente importante para os testes de estabilidade térmica e compatibilidade
entre as misturas fisicas do extrato liofilizado e os adjuvantes farmacéuticos

utilizados no estudo de formulacéo para o desenvolvimento do gel fitoterapico.

Os espectros de absorcdo na regido do IV referente a droga vegetal e ao
extrato liofilizado de H. indicum L., foram realizados com o objetivo de inferir
informacdes preliminares sobre os constituintes quimicos da planta e assim
forneceram um agregado rico de bandas de absorcao (Figura 8, p.78 e Figura 15,
p.86). A andlise das bandas caracteristicas de determinados grupos funcionais de
uma molécula fornece, através de uma analise do espectro e consulta a tabelas de
dados, um conjunto de informacdes sobre a estrutura da molécula a qual sera
utilizada como uma ferramenta importante para o controle de qualidade do marcador
quimico presente no extrato (BARBETTA e MAGINI, 2006). Entretanto, o espectro
na regiao do IV nao diferencia normalmente uma amostra pura de uma nao pura.
Logo, uma amostra pura apresenta bandas de absorcao bem agudas e resolvidas, ja
o espectro de um produto bruto que contém muitos tipos diferentes de moléculas
pode apresentar bandas de absorcdo arredondadas e mal resolvidas devido as
diversas absorcoes presentes (DYER, 1965).

Pelos espectros da droga vegetal e do extrato liofilizado é possivel verificar a
presenca de bandas largas na regido de 2900-2820 cm™' sugerindo a presenca de C-
H de alifaticos. A absorcdo em 1599 cm™ e 1573 cm™, nos espectros da droga
vegetal e no extrato liofilizado, respectivamente, sugere a presenca de C=0
conjugada de ésteres e a absorcdo em 1175-1050 cm™ relativo a vibragcdes de
estiramento C-O para anidridos aciclicos (Figuras 8 e 15). Esta faixa de absorcao
relativo a grupamento éteres sugere a presenca de uma ampla classe de metabdlitos
secundarios tais como: flavonbdides, cumarinas, antraquinonas, alcaldides

quinolinicos e quinolénicos e outros fenil propandides.
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Com isso, basicamente os mesmo grupamentos funcionais aparecem nos
espectros das duas amostras (droga vegetal e extrato liofilizado) (Figura 16, p.87). A
figura 8 (p.78) relativa ao espectro do p6 de H. indicum L. mostra que ha absorgao
em 3340 cm™, 3270 cm™, 3229 cm™'. O espectro na regido do IV referente ao extrato
liofilizado (Figura 15, p.86) mostra que também h& absorcdo em 3283 cm™. Esta
faixa de absorcdo é caracteristica de grupamento funcional hidroxila presente em
muitos constituintes do extrato liofilizado e do etanol presente na solucao extratora.
Entretanto, por ndo se disponibilizar neste trabalho de um padrao de referéncia dos
alcaléides pirrolizidinicos para comparar as bandas de absorcéo caracteristicas dos
grupamentos funcionais de sua estrutura molecular com o espectro do extrato
liofilizado de H. indicum L. torna-se dificultada a interpretacdo da estrutura do
marcador quimico no extrato, uma vez que o extrato de H. indicum L. € composto de
inUmeras substancias organicas.

Analisando os espectros da droga e do extrato (Figura 16, p.87) é possivel
verificar grupos funcionais presentes na droga vegetal, que também sao observados
no extrato. O espectro do extrato liofilizado mostra um aumento nos sinais de
absorcdo quando comparados ao espectro da droga. Assim, € observado um
aumento na intensidade das bandas no intervalo de 3200-3400 cm-', 2400-3200 cm’
'.1300-1450 cm™ e 1010-1220 cm™ do extrato liofilizado, que pode est4 relacionado
a extracao dos constituintes quimicos da matriz celular.

A avaliagdo da qualidade de uma tintura inicia-se com a analise da matéria-
prima ou droga vegetal utilizada para sua obtencdo, atentando-se principalmente
para identificacdo botanica ou zooldgica (DESMICHELLE, 1987). Apds 0 processo
de producdo, as tinturas devem passar por varios ensaios, dentre eles: a
identificacdo, observacdo de caracteristicas organolépticas, determinagdo da
densidade, do residuo seco e do teor alcodlico e doseamento de compostos
marcadores (FONSECA e LIBRANDI, 2008). Tais ensaios s&o importantes para
assegurar a qualidade, atendendo a uma especificacdo pré-estabelecida. Seguindo
este entendimento, na caracterizacado e no controle de qualidade da tintura obtida a
partir do p6é de H. indicum L. o valor da densidade aparente se manteve dentro do
limite preconizado para tinturas fitoterapicas (0,87 a 0,98 g/cm®) (PRISTA et al,
1990). A tintura apresenta um carater neutro (Tabela 4, p.79), tal resultado é

determinante na escolha dos adjuvantes empregados na formulacao fitoterapica,
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pois € um fator que influencia na estabilidade de formulacées (MACIEL et al, 2006).
A determinagéo do residuo seco € um parametro fundamental e preliminar quando
se objetiva alcancar a eficacia de uma formulacao fitoterapica, pois este ensaio
implica na quantificacdo das substancias extraidas da planta através da eliminagcao
do solvente extrator, € € um indicativo da concentracao da tintura de H. indicum L.
(OLIVEIRA e BERRETTA, 2007).

A prospeccao quimica do extrato bruto revela a presenca de classes de
metabolitos secundarios como fendis, taninos, carotendides e indicativo de
esterdides e triterpendides (Tabela 5, p.80). Estes resultados corroboram com as
classes de metabdlitos encontrados na literatura para esta espécie (GUERRERO,
1994; PANDEY et al, 2007). Porém, o extrato bruto ndo apresenta reacdo de
precipitacdo com os reagentes especificos para alcaldides. Entretanto, a fracéo
alcaloidica revela a reacdo caracterizada pelo surgimento de um precipitado com
coloragao vermelha alaranjado ap6s adicao do reagente de Dragendorff, indicando a
presenca de alcalbides na espécie em estudo.

Também pela prospeccao quimica foi verificada a presenca de taninos no
extrato. Os taninos tém relevancia na utilizacdo da espécie por causa da sua
propriedade cicatrizante relatada pela medicina tradicional, pois os taninos sao
responsaveis pela formacao de uma camada protetora (constituida por um complexo
tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre a pele ou mucosa danificada. A formacgao
desta camada, portanto, favorece o processo de cicatrizacao (SANTOS e MELO,
2004).

Uma das principais técnicas preliminares para separacdo de substancias
presente no extrato vegetal é a cromatografia em camada delgada, pois € uma
técnica simples, rapida e de baixo custo (SIMOES et al, 2001). O perfil
cormatografico obtido por CCD mostrou a separagédo das substancias presentes na
fracao alcaloidica (FA) e na fracdo hexanica (FH) e a reacdo destas fragdes com
reagente de Dragendorff (Figura 9; Figura 10, p.81), sugerindo se tratar de
alcal6ides. O sistema eluente CHCI3:CH3OH na proporcdo 90:10 em atmosfera de
NH4OH foi o que melhor separou as substancias da FA (Figura 9). A substancia com
Rf de 0,84 apareceu em ambos os cromatogramas das fracées FA e FH. Para se
obter um valor de Rf considerado 6timo de um extrato bruto ou fracdo bruta é
preciso adequar as condicbes cromatograficas até poder visualizar a mancha
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escolhida numa altura superior a um quarto e inferior a um terco do caminho

percorrido pelo eluente na cromatoplaca (BARBOSA, 2001).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma das técnicas mais
utilizadas para analise e isolamento de produtos naturais a partir de matrizes
complexas como, por exemplo, os extratos de plantas (QUEIROZ e
HOSTETTMANN, 2006). Por isso, a CLAE tem sido utilizada de maneira rotineira
como método “piloto” para o isolamento em escala preparativa de produtos naturais
pela otimizacdo das condicbes experimentais, pelo controle de diferentes fracdes
obtidas durante o isolamento e pelo controle de pureza final dos compostos isolados
(KINGSTON, 1979; ARSLANIAN e STERMITZ, 1991; GRANICHER et al, 1994).
Assim, a utilizacdo de cromatogramas como a ‘“impressao digital” de uma
determinada amostra, podera ajudar na identificacdo de amostras auténticas e
auxiliar na identificacdo de possiveis compostos utilizados em uma adulteracado da

mesma.

Os cromatogramas obtidos através da CLAE permitem verificar que o pico com
absorcao maxima ocorreu em 250 nm e apresentou um tempo de retencéo de 1,60
min referente ao extrato bruto e se repetiu na fracdo alcaloidica e na fracao hexéanica
com Rt=1,73 min (Figura 11, p.82). Portanto, a substancia que se apresenta na
fracao alcaloidica também pode estar presente na fracdo hexéanica, o que ja havia
sido observado pela CCD (Figura 9 e 10, p.81). Ao analisarmos os espectros na
regidao do ultravioleta referente ao extrato de H. indicum L. e sua fracao alcaloidica é
notavel a semelhanca entre esses espectros, apresentando uma correlacao de
0,9657 (Figura 12, p.83). Entretanto, pela falta de uma substancia de referéncia ou
uma substancia padrdo dos alcaloides pirrolizidinicos nesse trabalho, houve a
impossibilidade em se fazer um estudo minucioso para validacdo desse marcador

quimico presente na tintura.

Na CLAE acoplada a deteccao ultravioleta (CL-UV) o nivel de informacao
estrutural obtido da substancia é limitado pelo tipo de detector acoplado a CLAE,
pois os detectores baseados em absorgédo de luz ultravioleta, fluorescéncia, indice
de refracao, difracdo de luz e eletroquimica proporcionam uma boa deteccao e
sensibilidade, porém pouca ou nenhuma informagdo estrutural da substancia
analisada (QUEIROZ e HOSTETTMANN, 2006). Por isso a introducédo das técnicas
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de acoplamento tais como CL/UV equipada com uma rede de deteccao por
fotodiodos (CL/UV-DAD) proporcionou um real avanco na identificagdo estrutural de
produtos naturais (LINDON et al, 1997). E os espectros no UV dos produtos naturais
podem dar informagdes Uteis sobre a classe de substancias presentes na amostra
analisada.

Embora as industrias farmacéuticas venham produzindo novos antibiéticos e
modificando algumas drogas ja existentes, as estatisticas mostram que a resisténcia
a essas moléculas pelos micro-organismos esta em continuo crescimento. Tal fato
tem causado preocupacao, pois cresce o0 numero de pacientes em hospitais que tem
a imunidade suprimida com concomitante surgimento de linhagens de bactérias e
fungos as quais apresentam novos perfis de resisténcias a antimicrobianos. Por isso,
as buscas de novas substancias com potencial atividade antimicrobiana nas plantas
véem crescendo consideravelmente nos ultimos anos. Segundo a OMS as plantas
medicinais sdo a melhor fonte para se obter uma variedade de drogas e cerca de
80% da populacdo mundial usa a medicina tradicional na busca de alivio de alguma
sintomatologia dolorosa ou desagradavel (NASCIMENTO et al, 2000; CAETANO et
al, 2002; SANTOS et al, 2007)).

Os ensaios da atividade antimicrobiana in vitro mostram que o extrato bruto
das folhas de H. indicum L. inibiu o crescimento das cepas gram-positivas, mas néao
foi capaz de inibir as cepas gram-negativas. O extrato bruto inibiu o crescimento da
cepa de S. aureus nas concentragdes de 500 mg/mL e 250 mg/mL, mas nao
apresentou atividade frente as cepas de P. aerugiona, E. coli e C. albicans em
nenhuma concentracdo analisada (Figura 17; Tabela 9, p.88). A capacidade de
inibicado do crescimento bacteriano do extrato de H. indicum L. frente a cepa gram-
positiva pode estar diretamente relacionada com a estrutura da parede celular
destes micro-organismos, pois esta € uma das principais caracteristicas que separa
os dois grupos de bactérias. Também pode ser devido a presenca da membrana
externa das cepas gram-negativas, pois ela age como uma barreira para certos tipos
de antibidticos, enzimas digestivas e metais pesados (TORTORA et al, 2003;
SANTOS et al, 2007).

O extrato hidroalcodlico apresenta uma atividade antimicrobiana relativamente
baixa que pode ser atribuida ao fato de trabalharmos com o extrato bruto, ou seja,
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uma mistura de substancias que podem estar contribuindo para esta atividade (e
outras que nao tém atividade antimicrobiana). Logo, estas substancias ndo devem
estar numa quantidade suficiente para ser detectada uma o6tima atividade
antimicrobiana da espécie.

Em estudos com a espécie Heliotropium ellipticum foi verificado um amplo
espectro e uma elevada atividade antimicrobiana, utilizando a fracdo hexanica do
extrato etandlico, constatando que a substancia (B-amirina apresentou a maior
atividade antimicrobiana, enquanto que o acetato de -amirina foi o mais ativo para
atividade antifungica (JAIN et al, 2001). Como a espécie em estudo neste trabalho
(H. indicum) também possui a substancia B-amirina na sua composicao (SINGH et
al, 2003), sugere-se que esta substancia possa contribuir para a atividade

antimicrobiana de H. indicum L.

A importancia do extrato bruto de H. indicum L. em apresentar inibicdo no
crescimento da cepa de S. aureus esta relacionado principalmente ao fato dessa
espécie de bactéria ser responsavel por causar abscessos e varias infeccdes
piogénicas em humanos e ainda, mais de 90% destes cocos gram-positivos contém
plasmideos que codificam B-lactamase, uma enzima que degrada muitas penicilinas
disponiveis para tratamento (LEVINSON e JAWETZ, 2005). Hughes (1976) e Mason
(1991), citado por Carlos, 2007 ao encontrarem apenas 15% de cepas sensiveis,
consideraram inadequada a terapia com penicilinas para este micro-organismo.
Zavadinack-Netto e col. (2001) concluiram que o S. aureus é resistente as
penicilinas in vitro, por isso estas ndo devem ser utilizadas como alternativas
terapéuticas.

Os resultados referentes a atividade antimicrobiana do extrato bruto de H.
indicum frente as cepas de S. aureus demonstram, portanto, que a espécie em
estudo apresenta atividade antimicrobiana, tornando relevante este estudo no que
diz respeito ao uso de antimicrobianos para uso tépico.

Os estudos de planejamento/formulagédo do gel fitoterapico contendo tintura
de H. indicum L. foram realizados para avaliar a viabilidade do seu desenvolvimento
tecnologico. A escolha do gel a base do polimero hidroxietilcelulose para
incorporacao do extrato liofilizado de H. indicum L. foi feita devido as propriedade

fisico-quimicas do polimero, pois este é de natureza nao-ibnica, é estdvel em uma
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ampla faixa de pH e apresenta facilidade de aplicagéo e facil espalhabilidade sobre a
pele (MAIA CAMPOS, 2002; CORREA et al, 2005).

A termogravimetria (TG) permite registrar as variacbes de massa em funcao
do tempo do ciclo de aquecimento e arrefecimento e/ou temperatura, por isso, as
curvas obtidas podem fornecer informacdes referentes a estabilidade térmica da
formulagdo. Visto que, a estabilidade e a biodisponibilidade dos fa&rmacos podem
ocorrer devido a interagdes entre farmacos e adjuvantes nas diferentes formas
farmacéuticas. A analise térmica diferencial (DTA) associada a termogravimetria
(TG) é bastante util nos estudos de formulagédo, na investigacdo e predicdo de
incompatibilidades fisico-quimicas entre farmacos e adjuvantes farmacéuticos
(ALVES, 2007).

As curvas TG dos excipientes hidroxietilcelulose, metilparabeno e
propilenoglicol comparadas com as curvas TG de suas misturas bindrias com o
extrato liofilizado de H. indicum L. apresentam comportamentos térmicos particulares
observados pela perda de massa da amostra nos intervalos de temperatura
analisados (25 °C a 600 °C) (Figura 18, p.89, Figura 21, p.92 e Figura 24, 95).
Entretanto a DTA e DSC mostram que houve um evento endotérmico, até 180 °C,
em todas as curvas DTA e DSC do extrato e das misturas binarias
(extrato/excipientes) (Figuras 19, p. 90; Figura 20, p. 91; Figura 22; Figura 23, p. 93;
Figura 25 e Figura 26, p. 96).

Nas curvas DTA do extrato liofilizado e das misturas binarias dos excipientes
com extrato liofilizado (Figura 19, p. 90; Figura 22, p. 93 e Figura 25, p. 96) é
evidenciada a presenca de um pico ascendente apdés a temperatura de 500 °C,
caracterizando um evento exotérmico, confirmando a autenticidade do extrato nas
preparacdes e manutencdo das suas propriedades fisicas. Tal evento pode
funcionar como uma assinatura termodindmica, ou seja, uma caracteristica do
extrato de H. indicum L. para controle de qualidade de produtos contendo-o em sua
composigao.

A hidroxietilcelulose (HEC) é um polimero gelificante formador de gel nao-
ibnico, tem ponto de fusédo entre 135 °C a 140 °C e decompdem-se a temperatura de

205 °C a 210 °C (PHARMACEUTICAL EXCIPIENTS, 2001), é util como veiculo para

diversos principios ativos (CORREA, 2005). A curva TG da mistura fisica do extrato
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liofilizado com a HEC (1:1 p/p) mostra que ndo houve mudanga significativa na faixa
de temperatura de 25 °C a 110 °C (Figura 18, p.89), quando comparada com as
curvas do extrato liofilizado e HEC isolados (Tabela 10, p.90). Os resultados obtidos
inferem uma compatibilidade fisica entre a HEC e o extrato liofilizado, pois a mistura

manteve um comportamento térmico semelhante dos compostos isolados.

Comparando-se as curvas por DTA e DSC da hidroxietilcelulose e da mistura
fisica (extrato/HEC 1:1 p/p) (Figuras 19 e 20, p. 90 e 91 respectivamente) é possivel
verificar que ndo ha mudancas significativas nos eventos térmicos na faixa de
temperatura de 25°C a 110°C, pois os eventos térmicos ocorridos nesta faixa de
temperatura sao caracteristicos de uma deflexao inicial proporcional a capacidade

calorifera, seguida de evaporacao da umidade da amostra (ALVES, 2008).

O metilparabeno é usado como conservante da formulagdo, € um pé
cristalino, fino, branco e praticamente inodoro, muito usado como conservante
fungicida (FARMACOPEIA BRASILIERA Ill, 1977). E um conservante bastante
empregado em formulacdes cosméticas e farmacéuticas, possui um amplo espectro
de acao contra bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos. Tem ponto de
fusdo em 125 °C a 128 °C e faixa de ebulicdo de 270 °C a 280 °C (FARMACOPEIA
BRASILIERA 1V, 1988; PHARMACEUTICAL EXCIPIENTS, 2001).

A curva TG da mistura fisica (extrato/metilparabeno 1:1 p/p) apresenta um
comportamento térmico semelhante ao do extrato liofilizado, pois suas perdas de
massa ocorrem em trés etapas (Figura 21, p.92). A primeira etapa de perda de
massa da mistura fisica ocorre no intervalo de temperatura de 25 °C a 110 °C, com
percentual de perda de massa 3,83% (Figura 21, Tabela 12, p.92). Este resultado
revela uma melhora da estabilidade térmica do extrato liofilizado quando misturado
fisicamente com o metilparabeno, pois o extrato quando analisado
independentemente apresenta um percentual de termodecomposicdo de 5,3% na
mesma faixa de temperatura (Tabela 12, p.92).

As curvas DTA da mistura fisica (extrato/metilparabeno 1:1 p/p) (Figura 22,
p.93) mostram a manutengdo das caracteristicas do extrato liofilizado quando
misturado fisicamente com o metilparabeno. Entretanto, ha uma alteracdo no valor
de variacdo da temperatura de 240,24 J/g do metilparabeno para 94,05 J/g da
mistura binaria, na faixa de temperatura de 80 °C a 130 °C (Tabela 13, p.94). Os
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eventos térmicos que ocorreram nesta faixa de temperatura foram de pequenas
alteracoes, provavelmente devido as misturas fisicas, sugerindo que nao ha

ocorréncia de interagdes entre os mesmos (BAZZO e SILVA, 2005).

O propilenoglicol € um liquido incolor, viscoso e higroscépico, € usado como
adjuvante farmacéutico, solvente, agente plastificante e umectante. O propilenoglicol
€ muito usado em formulagbes farmacéuticas de uso externo, pois diminui a
agressividade do alcool e ainda promove a hidratagéo da pele. Tem ponto de fusao
de -60 °C e faixa de ebulicdo de 187 °C a 189 °C (FARMACOPEIA BRASILEIRA IV,
1988; PHARMACEUTICAL EXCIPIENTS, 2001).

A curva TG da mistura fisica do extrato liofilizado com o propilenoglicol 1:2 p/p
(Figura 24, p.95) mostra que na faixa de temperatura de 25 °C até 140 °C a mistura
fisica (extrato/propilenoglicol 1:2 p/p) apresenta uma perda de massa inferior a perda
de massa observada pelo propilenoglicol puro. Esta perda de massa do
propilenoglicol puro ocorre em apenas uma etapa de termodecomposicao (Figura 24;
Tabela 14, p.95).

As curvas DTA da mistura fisica do extrato com o propilenoglicol 1:2 p/p
(Figura 25, p.96) mostram que ocorreu um evento descendente, caracterizando um
evento endotérmico até a temperatura de 150 °C. Este evento é verificado nas trés
curvas, referente ao extrato liofilizado, a mistura binaria e ao propilenoglicol puro,
sendo o pico com maior area apresentado pelo propilenoglicol puro (Figura 25,
p.96). E verificada uma diferenca no valor da variacdo de temperatura com aumento
do valor de entalpia do propilenoglicol puro de 823,46 J/g para 1160,37 J/g para a
mistura do extrato com o propilenoglicol (Tabela 15, p.97). Nas curvas DSC do
extrato liofilizado e da mistura fisica observam-se eventos discretos e descendentes
(Figura 26, p.96), que nao ocorre na curva DSC do propilenoglicol puro,
apresentando evento em menor quantidade apdés 200 °C e com pico mais
acentuado.

A analise espectrofotométrica na regiao do IV, em conjunto a outras técnicas
analiticas, € importante para monitorar os estudos de pré-formulagdo auxiliando na
selecdo de componentes da formulacdao (ZARONI, 2006). Dessa forma, a aplicacao
desta técnica analitica neste trabalho teve a finalidade de avaliar possiveis
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incompatibilidades do extrato liofilizado de H. indicum L. com os componentes

escolhidos na formulagéo proposta.

Os espectros na regiao do IV dos adjuvantes puros, quando comparados com
os espectros obtidos de sua mistura fisica com o extrato liofilizado, revelam que nao
h& modificacdes significativas no perfil de absorcéo (Figuras 27, 28 , p.98 e Figura
29, p.99). Também ¢é notavel que as bandas de absorcdo presentes nos espectros
dos adjuvantes puros e de suas misturas fisicas coincidem com as bandas de
absorcao presentes no espectro do extrato liofilizado, sugerindo a auséncia de
interacdo entre os componentes da formulacdo (ZARONI, 2006).

O estudo de estabilidade preliminar consiste na realizacdo do teste na fase
inicial do desenvolvimento do produto, empregando-se condicbes extremas de
temperatura (estresse térmico), com o objetivo de acelerar possiveis reagdes entre
seus componentes e o0 surgimento de sinais de instabilidade que devem ser
observados e analisados conforme as caracteristicas especificas de cada tipo de
produto (BRASIL, 2004; BABY et al, 2008; ISAAC et al, 2008). Ap6s 24 h do preparo
da formulagdo, esta foi submetida a avaliacdo preliminar da estabilidade,

empregando-se os testes de centrifugacao e do estresse térmico.

Para Bilia e colaboradores (2001), o estudo de estabilidade representa uma
parte indispensavel para o ensaio de produtos farmacéuticos e cosméticos, pois a
instabilidade das preparagdes modifica o0s requisitos qualidade, eficacia e
seguranca. O teste de estabilidade preliminar serviu como orientagdo para o
desenvolvimento da formulagéo, a qual foi submetida a centrifugacédo e a condi¢des
extremas de temperatura com o objetivo de acelerar possiveis processos de

instabilidade na formulacéo.

A formulacao desenvolvida foi analisada macroscopicamente. Apos 24 h de
repouso, o gel macroscopicamente ndo apresenta alteracées fisicas e apresenta cor
verde claro, com o odor caracteristico da tintura de H. indicum L. A aparéncia clara
do gel facilita a aceitabilidade dos pacientes ao tratamento com formulacées semi-
sélidas, pois pesquisas ja demonstraram a preferéncia dos pacientes em utilizar géis
transparentes, uma vez que os géis com coloracao escura dao a idéia de que podem
manchar a pele (LIEBERMAN et al, 1996).
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O teste de centrifugacdo tem carater eliminatério e foi realizado para
avaliagdo da estabilidade preliminar da formulagdo. Assim, apds a amostra ter sido
submetida a uma forca centripeta de 3000 rpm por 30 minutos, esta manteve sua
caracteristica fisica, ou seja, ndo houve qualquer sinal de instabilidade na
formulacdo, que poderia ser observado pela desestruturacdo da cadeia polimérica
do gel. Entretanto, a auséncia de sinais de instabilidade no gel nesse teste néo
assegura sua estabilidade, somente indica que o produto pode ser submetido, sem
necessidade de reformulagéo, ao teste do estresse térmico (BRASIL, 2004; ISAAC
et al, 2008; LIMA et al,2008).

Durante o estudo de estabilidade, os resultados obtidos na avaliacdo da
formulacdo foram considerados satisfatorios, pois a preparacao semi-sélida
permaneceu estavel durante os dias de avaliacao, visto que nao se identificou sinais
de instabilidade como sinérese, ou seja, separacdo espontanea de um sistema
coloidal em duas fases: gel e liquido, alteracdo de cor, odor e da aparéncia da

homogeneidade.

A determinacao do pH foi o parametro utilizado para avaliacao do teste do
estresse térmico, o qual foi submetido o gel contendo tintura de H. indicum L. Assim,
verifica-se pela figura 30 que o gel apresenta uma variacao inicial no valor de pH da
amostra submetida a temperatura ambiente e da amostra submetida a estufa. A
partir do segundo dia de experimento, as amostras apresentaram uma queda no
valor do pH mantendo um valor em torno de 5,5 durante todos os dias até o final do
experimento (Figura 30, p.100). Portanto, ndo houve alteracao significativa no valor
de pH do gel ap6s o teste do estresse térmico, assim, a base gelificante de HEC a
1,5% permaneceu estavel a mudancas de temperatura, caracterizando-a em mais

um indicativo primario de estabilidade da formulagao.

Tais estudos preliminares de estabilidade de uma formulagdo semi-sélida
ajudam a obtencdo de resultados satisfatérios para desenvolvimento de uma
formulagdo estavel em um curto intervalo de tempo. Porque é comum no
desenvolvimento de uma formulacdo farmacéutica semi-sélida ocorrer
incompatibilidades entre os principios ativos e os excipientes da formulagcédo (ISAAC
et al, 2008; LIMA et al, 2008). Particularmente nas formulagdes fitoterapicas do tipo

gel as incompatibilidades podem ocorrer entre o polimero formador do gel e os
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outros constituintes da formulacéo, principalmente apds a incorporacao de extratos
ou tinturas gerando processos de incompatibilidades como: turbidez, precipitacéo,
cristalizacdo, alteragcdo de cor, alteracdo de odor, desestruturacdo da cadeia
polimérica (ISAAC et al, 2008).

A andlise reolégica vem sendo muito aplicada na area farmacéutica com
particular interesse em preparacdes semi-sélidas, as quais sofrem fortes influéncias
quanto ao espalhamento e a aderéncia na pele, extrusdo das embalagens e
liberagdo de principios ativos. O interesse em usar este parametro analitico foi de
avaliacado do comportamento reolégico da formulagédo. A figura 31 (p.101) mostra
que a formulacdo apresenta perfil de corpos fluidificantes devido a uma reducao de
resisténcia do material a0 escoamento quando a velocidade é aumentada. Ha
relatos de que materiais com este perfil quando em repouso apresentam estruturas
reticulares que podem ser constituidas por aglomerados de moléculas que se atraem

ou por uma rede de cadeias poliméricas emaranhadas (ALMEIDA e BAHIA, 2003).

As curvas ascendentes e descendentes do gel se sobrepdem apresentando
uma pequena area de histerese (Figura 32, p.101), entretanto a recuperacdo da
viscosidade inicial € mais rapida o que sugere a presenca de um componente
viscoelastico na formulacdo. A literatura classifica a hidroxietilcelulose como agente
doador de viscosidade em formulagdes semi-solidas, com comportamento
viscoelastico (MINER, 1993).
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7. Conclusoes

Com os resultados obtidos no trabalho podemos concluir que:

O material vegetal passou por procedimentos de colheita e pds-colheita
adequados, garantindo a reprodutibilidade do processo e manutencdo de sua
estabilidade quimica.

A droga vegetal foi classificada como pé grosso, pois a maior quantidade de
massa retida foi encontrada no tamis com abertura de malha de 355 um.

A droga vegetal apresentou teor de perda por dessecacdo dentro dos
parametros estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira, indicando que os
procedimentos de colheita e pés-colheita foram adequados e garantiram boa

conservacao e secagem eficiente da matéria-prima vegetal.

O resultado da determinacao do teor de cinzas totais do p6 das folhas de
Heliotropium indicum L. corrobora com os valores encontrados na literatura para

material vegetal pertencente a familia Boraginaceae.

Pela analise térmica foi possivel constatar que a droga vegetal e o extrato
liofilizado apresentaram boa estabilidade fisica até 180°C e revelaram valores de
perda de umidade muito préximos ao valor obtido pelo método gravimétrico de

perda por dessecacao.

Os espectros de absorcdo na regidao do infravermelho do pé e do extrato
liofilizado mostram que houve um aumento na intensidade das bandas de absor¢ao
e que pode esta relacionado a extracdo dos constituintes quimicos da matriz

celular.

A prospeccao quimica do extrato bruto mostrou reagao negativa para a classe
de alcaldides. A fracdo alcaloidica foi positiva para alcaléides, indicando que o
resultado do extrato bruto foi mascarado pela presenca de corantes naturais ou

encobertas por substancias majoritarias como acidos graxos.

As CCD das fragbes mostraram reacao positiva apés revelagdo com reagente
de Dragendorff e o sistema eluente que melhor separou as substancias foi
CHCI3:CH30H na proporcao de 90:10 em atmosfera de NH,OH.
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O perfil cromatografico do extrato bruto e de suas fracées obtido por CLAE
mostraram que o pico observado no extrato referente ao Rt=1,60 min. € observado
nas fracdes alcaloidica e hexénica com Rt=1,73 min. Sugerindo-se tratar da

mesma substancia quimica.

O extrato bruto das folhas de H. indicum L. apresentou inibigado no
crescimento da cepa de Staphylococcus aureus. Confirmando, portanto, que a
espécie em estudo apresenta uma importante atividade antimicrobiana como foi

relatado pelo uso tradicional.

As analises termogravimétricas e espectroscopicas na regiao do infravermelho
das misturas fisicas do extrato liofilizado com os adjuvantes farmacéuticos
utilizados no desenvolvimento da formulacdo fitoterdpica ndo apresentaram
incompatibilidade fisica e ndo houve modificacbes significativas no perfil de

absorcao entre os compostos analisados.

O gel fitoterdpico manteve-se estavel apds sua preparacdo. Nao houve
desestruturacao da cadeia polimérica apds a submissédo do gel a for¢a centripeta e
este permaneceu estavel ap6s sofrer acdo do estresse térmico e apresentou

caracteristicas de corpos fluidificantes.
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