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RESUMO

As plantas medicinais sdo usadas na prevencdo e no combate as varias doengas, e nos ultimos
anos, seu uso tem sido intensificado na medicina tradicional, sendo um deles no tratamento de
cicatrizacdo de feridas. O Brasil, frente a sua rica biodiversidade e detentor de um terco da flora
mundial, possui um enorme potencial na geracdo de produtos e processos na area de
medicamentos de origem natural. Uma promissora candidata para o desenvolvimento de produto
fitoterapico é a espécie Libidibia ferrea, conhecida popularmente como jucd, empregada
popularmente para diversas finalidades, dentre elas como agente cicatrizante, anti-inflamatéria,
antimicrobiana e analgésica. Visto que medicamentos elaborados a base de extratos secos vegetais
sdo de grande relevancia, possuindo diversas vantagens como exatiddo de dosagem, facilidade de
manuseio, armazenagem e estabilidade, inclusive facilitando a incorporacdo em formulagoes
farmacéuticas, podem ser utilizados para obtencdo de produtos para terapia tdpica. O objetivo
desse estudo foi desenvolver uma formulagdo fitoterapica semissélida estdvel empregando como
agente ativo o extrato seco vegetal padronizado de juca. A matéria-prima vegetal (MPV) de L.
ferrea foi caracterizada e apresentou valores dentro do preconizado, com perda por dessecacao
de 10,64%, o teor de cinzas totais de 2,39%, teor de extrativos de 51,09%, didmetro médio das
particulas de 655 um e classificada como p6 moderadamente grosso. Quanto a caracterizacao
quimica, mostrou teor de polifendis totais de 5,67%, teor de taninos totais acima do minimo de
9,0% estabelecido pela Farmacopeia Brasileira (2019) com valor de 11,70% e quantificacdo de
acido gélico de 6,40%, preconizado o conteudo de no minimo 1%. A Solucgdo Extrativa (SE) de
juca a 7,5% apresentou-se com densidade relativa de 1,01, residuo seco de 2,83%, levemente
acida (pH=3,72) indicando um produto estavel para constituintes fenélicos, com teor de 17,03%
de polifendis totais (151,16 + 3,19 ng Eq Ac galico/mL), obtendo-se pela analise em CLAE o
valor de 1,3776 mg/g de teor de &cido galico e 11,9394 mg/g para acido elagico, além de bandas
vibracionais caracteristicas de compostos fendlicos pela analise de FTIR. O rendimento
operacional da secagem do extrato seco por aspersao (ESA) foi satisfatorio de 76,26%, umidade
residual de 6,80% e baixa atividade de agua (0,19) podendo se manter estavel com baixos riscos
de desenvolvimento de microrganismos. Foi classificado macroscopicamente como um poé fino
com aglomeracbes de cor marrom claro e odor caracteristico da espécie e em MEV mostrou
particulas com formato esférico, oca e de superficie rugosa. Foi observado que a secagem em
Spray Dryer influenciou no aumento da concentra¢do de polifendis totais, com teor de 40,6%
(382,61 pg eq. Ac. galico/mL), fato também observado em FTIR. O perfil cromatografico
mostrou presenca de 4,0392 mg/g de &cido galico e 9,1529 mg/g de &cido elagico. O ESA manteu
a viabilidade celular de fibroblastos até um periodo de 72h, um bom varredor de radicais livres
nos testes in vitro pelo método DPPHe com ICsp de 8,84 pg/mL e ABTSe+ de 5,23 ug/mL. O
ESA mostrou potencial atividade antimicrobiana frente a S. aureus CBAM 0324 com halo de
inibicdo de 20 mm na concentracdo de 75 mg/mL, semelhante ao padrdo vancomicina. Nao houve
diferencas significativas (p>0,05) entre as concentracdes de 2,5%, 5% e 7,5% de ESA frente a S.
aureus ATC 29213 e ATCC 43300 e para ambas, foi obtido uma CIM = 400 pg/mL. Testes
preliminares mostraram que as formulacdes B30 e B40 foram compativeis com o ESA de juca,
até uma concentracdo de 5%. A formulacdo otimizada B40 contendo adigdo de lanolina se
mostrou estavel e dentro das expectativas iniciais de melhorar a sua espalhabilidade, sugerindo
um veiculo com potencial para incorporacdo do extrato seco de juca. A formulacdo B43
apresentou o melhor perfil reoldgico, maior capacidade antioxidante e de fendis totais e
apresentou melhor estabilidade com armazenamento em temperatura ambiente até 30 dias.

Palavras-chave: Extrato Seco Vegetal; Jucd; Pomada.



ABSTRACT

Medicinal plants are commonly used in the prevention and fight against various diseases. In recent
years, it uses has been intensified in traditional medicine mainly as wound healing treatment. In
face of a rich biodiversity and being the holder of a third of the world's flora, Brazil has an
enormous potential in the generation of products and processes of natural origin medicines. A
promising candidate for the development of an herbal product is the species Libidibia ferrea,
popularly known as “juca”, commonly used for several purposes, among them as a healing
treatment, anti-inflammatory, antimicrobial and analgesic agent. Since drugs are based on dry
plant extracts, it has great relevance and possess several advantages such as: dosage accuracy,
ease handling, storage, and stability. It also facilitates the incorporation in pharmaceutical
formulations so they can be used to obtain products for topical therapy. The objective of this study
was to develop a stable semi-solid phytotherapic formulation using standardized “juca” dry plant
extract as an active agent. The vegetable raw material of L. ferrea was characterized and presented
values within the recommended range: loss on drying of 10.64%, the total ash content of 2.39%,
the extractive content of 51.09%, average particle diameter of 655 um and the classification of a
moderately coarse powder. The chemical characterization showed a total polyphenol content of
5.67%, total tannin content above the minimum of 9.0% established by the Brazilian
Pharmacopeia (2019) with a value of 11.70% and quantification of gallic acid of 6.40% against
the recommending content of at least 1%. The 7.5% “juca” Extractive Solution presented a
relative density of 1.01, a dry residue of 2.83%, slightly acidic (pH = 3.72) indicating a stable
product for phenolic constituents, with content of 17.03% of total polyphenols (151.16 £3.19 ng
Eq Gallic acid/mL), acquired by HPLC and with values of 1.3776 mg/g of gallic acid content and
11.9394 mg/g for ellagic acid. In addition, vibrational bands characteristic of phenolic compounds
was found by FTIR analysis. The operational efficiency of drying the spray dried extract (76.26%)
was satisfactory, residual humidity of 6.80% and low water activity (0.19) stablish that it can
remain stable with low risks of microorganism development. It was classified macroscopically as
a fine powder with agglomerations of light brown color and characteristic odor of this species.
The scanning electron microscope showed particles with spherical, hollow shape and rough
surface. It was observed that the drying in Spray Dryer influenced the increase in the
concentration of total polyphenols, with a content of 40.6% (382.61 pg eq. Gallic acid/mL), a fact
also observed in FTIR. The chromatographic profile showed the presence of 4.0392 mg/g of gallic
acid and 9.1529 mg/g of ellagic acid. The spray dried extract (SPE) maintained the cell viability
of fibroblasts for a period of 72 hours, a good free radical scavenger in in vitro tests by the DPPH
method ¢ with an ICsp of 8.84 ug/mL and ABTS ¢ + of 5.23 pg/mL. The SPE showed potential
antimicrobial activity against S. aureus CBAM 0324 with a 20 mm inhibition zone at a
concentration of 75 mg/mL, like the vancomycin standard. There were no significant differences
(p> 0.05) between the concentrations of 2.5%, 5% and 7.5% of SPE compared to S. aureus ATC
29213 and ATCC 43300 and for both, an MIC = 400 pg/mL was obtained. Preliminary tests
showed that formulations B30 and B40 were compatible with the SPE of “juca”, up to a
concentration of 5%. The optimized formulation B40 containing the addition lanolin proved to be
stable and within the initial expectations of improving its spreadability, suggesting it as vehicle
with the potential to incorporate dry “jucd” extract. Formulation B43 had the best rheological
profile, highest antioxidant capacity and total phenol, and showed best stability with storage at
room temperature for up to 30 days.

Keywords: Dry Vegetable Extract; Juca; Ointment.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, fatores como o0 aumento da capacitagdo das universidades e dos
centros de pesquisa, e com a evolugdo de estudos cientificos em descobertas da eficécia
de plantas medicinais, trouxeram a possibilidade de desenvolvimento de fitoterapicos
nacionais para uso nos programas de saude publica. A fim de fortalecer a fitoterapia no
Sistema Unico de Satde (SUS), diversas politicas governamentais de incentivo,
mecanismos de regulamentagdo e implementacdo das politicas foram elaborados. Este
processo de implantacdo iniciou em 1988 pela Comissao Interministerial de Planejamento
e Coordenacdo (CIPLAN), através da Resolucdo n° 8/1988. Esta aponta que uma
vantagem € a possibilidade de baratear custos para os cofres publicos, implicando em uma
maior autossuficiéncia e menor necessidade de importagdo de matéria-prima (BRASIL,
1988; BRASIL, 2006b; FIGUEIREDO, 2014).

As plantas medicinais sdo usadas na prevencdo e combate as varias doencas, e,
nos Gltimos anos, seu uso tem sido intensificado, sendo um deles no tratamento de
cicatrizagdo de feridas. Muitos estudos vém contribuindo para o desenvolvimento de
novos produtos cicatrizantes, visando eficacia equivalente e menor custo que 0s
disponiveis no mercado. Geralmente, os produtos topicos existentes apresentam custo
ainda muito elevado, impossibilitando principalmente o acesso de usuarios do sistema
publico de salude que possuem baixo poder aquisitivo (RODRIGUES et al., 2015;
SOUZA et al., 2017).

Com a necessidade de ampliacdo das opcdes terapéuticas a estes usuarios, pode-
se pensar nos fitoterapicos, que inclui o aproveitamento e uso sustentadvel da
biodiversidade brasileira e valorizagdo dos conhecimentos tradicionais de plantas
medicinais. Um exemplo de medicamento fitoterapico registrado, indicado como agente
cicatrizante para lesdes de pele, é o FITOSCAR®. Esta pomada é composta pelo extrato
seco de barbatimao (Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville), uma leguminosa do
cerrado brasileiro que possui cascas espessas rica em taninos, flobafenos e outros
compostos fendlicos, que possuem acdo farmacoldgica cicatrizante e antimicrobiana de
feridas e Ulceras (COELHO et al., 2010; PAPANAS & MALTEZOS, 2011 apud SILVA,
L.L.etal., 2015).
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Dentro desse contexto, encontra-se a espécie Libidibia ferrea, conhecida como
juca. Suas cascas, folhas, sementes e frutos sdo empregados popularmente para diversas
finalidades, dentre elas cicatrizante, anti-inflamatdria, antimicrobiana e analgésica.
Devido ao seu potencial terapéutico e valor ethofarmacoldgico, o Ministério da Sadde do
Brasil a incluiu na Lista Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico
de Saude (RENISUS), que apresenta 71 espécies vegetais de importancia para satde
publica. Um dos objetivos do RENISUS é auxiliar as pesquisas cientificas estimulando a
producdo nacional de produtos derivados de espécies nativas e a introducdo de préaticas
complementares de assisténcia a salde pelo SUS (BRASIL, 2006a; BRASIL, 2009;
SANTOS et al., 2018).

Sendo assim, essa espécie vegetal é uma promissora candidata para o
desenvolvimento de produto. Diante disso, cabe ressaltar que na area farmacéutica,
medicamentos elaborados a base de extratos secos vegetais foram e continuam sendo de
grande relevancia e seu uso vem sendo empregado em larga escala até hoje. Isso porque
apresentam diversas vantagens desde a exatiddo de dosagem e facilidade de manuseio,
transporte e armazenagem, além de demonstrarem, em geral, maior estabilidade quimica,
fisica e microbioldgica (BENINI et al., 2010; BERNARDES et al., 2017; PACHU, 2007).
Estes podem ser utilizados para obtencdo de produtos para terapia topica, através da
incorporacdo em formas farmacéuticas semissolidas, como géis, emulsfes e pomadas.

GIL, E.S. (2010) aponta que aproximadamente 80% dos fitoterapicos sdo
comercializados na Alemanha sob a forma de extratos secos. Frente a necessidade de
alcancar homogeneidade entre lotes de producdo de fitoterdpicos, acredita-se que o uso
de extratos secos vegetais padronizados tende a ser uma caracteristica importante no
desenvolvimento de formulac@es fitoterapicas de qualidade e eficazes.

E importante salientar que a incorporacgdo de extratos vegetais em formulac@es
estd associada a presenca de adjuvantes tecnoldgicos 0s quais podem variar em sua
composicao e consisténcia. Cada componente (ativo ou ndo) e variaveis relacionadas a
formulacdo, ao processo de fabricacdo, ao material de acondicionamento e as condicdes
ambientais e de transporte podem influenciar na estabilidade de um produto. Essas
variaveis podem ser de carater extrinseco, como temperatura, umidade, luz, oxigénio,
material de acondicionamento; e de carater intrinseco, como incompatibilidades fisicas
(inversdo de fases, cremagem, floculagdo e coalescéncia) e quimicas (pH, reacbes de

hidrélise e 6xido-reducgdo, interacfes). No desenvolvimento de produtos farmacéuticos,
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tais como fitoterapicos e cosméticos, sdo necessarios estudos de compatibilidade entre os
componentes da formulacdo/ embalagem e estabilidade para garantir caracteristicas de
qualidade que deverdo ser mantidas durante o tempo de armazenamento e uso (ALLEN,
POPOVICH & ANSEL, 2007; BRASIL, 2004; BRASIL, 2006a; ISAAC et al., 2008).
Diante destes fatos, visando o aproveitamento do potencial terapéutico da espécie,
0 presente trabalho tem por finalidade o de desenvolver um fitoterapico tépico que
preserve suas atividades bioldgicas, com seguranca e eficacia, e que possibilite uma futura

proposta terapéutica e uso diario na pratica ambulatorial.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma formulagdo fitoterdpica semissolida para aplicacdo topica,
utilizando como agente ativo o extrato seco vegetal por aspersdo de Libidibia ferrea
(Mart. Ex Tul.) L.P. QUEIROZ.

2.2 Objetivos Especificos

12 etapa:
e Obter e caracterizar a matéria-prima vegetal de Libidibia ferrea;
e Obter e caracterizar a solucdo extrativa de L. ferrea;
e Obter e caracterizar o0 extrato seco padronizado de L. ferrea;
¢ Quantificar o teor de compostos fenolicos (acido galico e elagico) na MPV, SE e
ESA de jucg;

e Avaliar a atividade citotdxica, antioxidante e bioldgica dos extratos secos obtidos;

22 etapa:
e Desenvolver formulacdes semissolidas a partir da incorporacao de extrato seco de
L. ferrea;
e Realizar estudos de estabilidade e compatibilidades entre os componentes de
diferentes formulagdes e verificar sua influéncia na caracterizacdo fisico-quimica;
e Obter uma formulacdo semissolida estavel, caracterizar do ponto de vista fisico-

quimico, reologico e bioldgico.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fitoterapicos

A Anvisa — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, considera o fitoterapico o
medicamento obtido exclusivamente de matéria-prima de origem vegetal, exceto
substancias isoladas, com fins profilaticos, preventivos e curativos (BRASIL, 2014).
Podem ser encontrados em diversas formas farmacéuticas, tais como xaropes,
comprimidos, cdpsulas ou sachés para uso oral e na forma de cremes e pomadas para
aplicacdo tdpica. Este produto constitui uma opc¢do terapéutica de custo mais acessivel ao
paciente e para industria farmacéutica, uma vez que o custo no desenvolvimento nacional
de fitoterdpico € relativamente menor e acessivel se comparada com a maioria dos
medicamentos sintéticos (BRASIL, 2014; MARQUES & SOUZA, 2012; OLIVEIRA &
ROPKE, 2016).

O Brasil, frente a sua rica biodiversidade e detentor de um tergo da flora mundial,
possui enorme potencial na geracéo de produtos e processos na area de medicamentos de
origem natural. Um ponto que ainda cabe a ser destacado € a sua rica diversidade étnica
e cultural relacionadas ao conhecimento tradicional de plantas medicinais. Entretanto,
paises desenvolvidos como Japdo e Estados Unidos e paises europeus sdo 0s que mais
manufaturam e comercializam produtos naturais (KLEIN et al., 2010). Poucos
medicamentos fitoterdpicos genuinamente brasileiros foram desenvolvidos e sdo
comercializados no pais, havendo a necessidade de incrementar a sua pesquisa e
desenvolvimento (BRASIL, 2016; SIMOES, 2007).

KLEIN et al. (2010) afirma que nos primeiros dez anos do processo de criacdo de
um produto, em geral, os custos estdo vinculados a pesquisa e desenvolvimento (P&D)
que inclui estudos basicos e de transposicdo de escala. Apds este periodo, os custos de
P&D caem e sdo desviados para producao e vendas, quando comegam a surgir os lucros.
Enquanto a descoberta e o desenvolvimento de um novo farmaco envolvem investimentos
altissimos, cujo custo de pesquisa pode variar entre 300 a 500 milhdes de doélares, o
desenvolvimento de um novo fitoterapico pode ser obtido a custos muito menores,
principalmente, porque pode estimular e fomentar arranjos produtivos locais, através do
cultivo das espécies vegetais, que resulta em emprego para populagdo. Nesse contexto,
estimula-se a pesquisa para obtengdo de produtos a partir de espécies nativas, e para

atingir esses objetivos, a obtencao de fitoterapicos, envolve um processo multidisciplinar
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que requerem estudos prévios relativos aos aspectos botanicos, agrondémicos, ecolégicos,
fitoquimicos, farmacoldgicos, toxicoldgicos, e de desenvolvimento tanto de metodologias
analiticas como tecnologicas (TOLETO et al.,, 2003; YUNES, PEDROSA &
CHECHINEL, 2001).

Segundo HASENCLEVER et al. (2017) vive-se um paradoxo no século XXI, pois
0 conhecimento da ciéncia e da tecnologia é cada vez mais veloz, oferecendo infinitas
possibilidades tecnoldgicas de tratar variadas formas de doencas. Entretanto, nem sempre
essas possibilidades tém sido aproveitadas para melhorar o acesso das populacbes aos
medicamentos que continuam com Seus precos incompativeis com 0s orcamentos de
salde dos paises.

Para SANTOS, VIEIRA & KAMADA (2009) o uso de fitoterdpicos na Gltima
década expandiu-se globalmente, tornando-se tdo popular que a Organizacao Mundial da
Saude (OMS) elaborou uma série de guias e protocolos com o objetivo de definir
metodologias e avaliacdo da medicinal tradicional, de forma que a biodiversidade nédo
seja perdida ou venha a findar com seu uso excessivo sem um manejo adequado.
GARROS et al., (2006) destacam que mesmo com a predominancia de substancias
sintéticas no arsenal terapéutico, que ocorre nestes ultimos anos, hd uma retomada da
valorizacdo de préaticas terapéuticas consideradas por muitos profissionais de satide como
populares ou ndo cientificas, com uma lenta reincorporacdo de fitoterapicos como
alternativas ou como uma complementacao terapéutica a pacientes.

CARRERAS E GONZALEZ (2011) aponta que existe um numero estimado de
70.000 espécies de plantas medicinais utilizadas em todo mundo. O Brasil detém a maior
variabilidade genética do mundo, séo cerca de 55 mil espécies conhecidas, além das
inimeras outras ndo catalogadas. Na Amazonia, cerca de 14 mil ja foram catalogadas e
suas propriedades terapéuticas continuam sendo estudadas. Ao levar em consideracdo
esta perspectiva, & importante situar que cerca de 25% dos medicamentos sdo de origem
vegetal, sendo que as plantas medicinais sempre foram objeto de estudo, buscando-se
novas fontes para obtencdo de principios ativos, responsaveis por sua a¢éo farmacoldgica
ou terapéutica (CARDOSO et al., 2017; CARRERAS & GONZALEZ, 2011; VARELLA,
1997).

No Brasil, o Ministério da Saude criou a Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos por meio do Decreto n®5.813/2006, com determinacgfes e diretrizes, que

garantam o0 acesso seguro e uso racional sustentavel de plantas medicinais e fitoterapicos
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da cadeia produtiva nacional a populagdo (BRASIL, 2006a). O Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos prop8e que sejam inseridas as plantas medicinais,
fitoterapicos e os servicos relacionados a ele via SUS, desde que feito com seguranga,
eficacia e qualidade em consonancia com as diretrizes da Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (SANTOS, VIEIRA e KAMADA, 2009).

Tendo consciéncia dessa complexidade, ressalta-se ainda um dos objetivos da
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos que é de inserir os fitoterapicos
na pratica clinica, ampliando as op¢es terapéuticas e melhorando a atengéo a satde dos
usuarios do Sistema Unico de Satde (SUS), sem deixar de valorizar e preservar o
conhecimento das comunidades e povos tradicionais. Em 2009, foi criada a Relagéo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (Renisus) com plantas medicinais
que apresentam potencial para gerar produtos de interesse ao SUS (BRASIL, 2006a;
YUNES et. al, 2001).

A industria de fitoterapicos estd em franco desenvolvimento no mundo e pode
representar uma oportunidade de desenvolvimento para o setor farmacéutico no Brasil.
De acordo com os “Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel”, com metas a serem
atingidas até 2030, é assegurar 0 acesso a medicamentos seguros, eficazes, de qualidade
e a precos acessiveis para todos (KIRK et al., 2016), o desenvolvimento de fitoterapicos
pode ser uma alternativa de na ampliacdo de opg¢Oes terapéuticas na perspectiva de
melhoria da atencdo a saude e de inclusdo social aos usuarios do SUS (EVANGELISTA
etal., 2013; HASENCLEVER et al., 2017; PETRY et al., 2012).

A transformagdo de uma planta medicinal em um medicamento deve visar a
preservacao da integridade dos constituintes quimicos e por consequéncia a sua acao
farmacoldgica, caracterizando- se em um fitocomplexo (KLEIN et al., 2010; TOLEDO
etal., 2003). Alguns principios ativos, no entanto, apresentam elevada toxidade, devendo-
se ter o cuidado de usa-los em concentracfes estritamente indicadas. Para atender aos
critérios de qualidade inerentes aos fitoterapicos, a padronizacdo de medicamentos é um
pré-requisito para a constancia dos efeitos terapéuticos e seguranca do usuario (KLEIN
etal., 2010).

Ao considerar os referidos aspectos € importante ressaltar que para a obtencgéo de
registro de um medicamento fitoterapico dentro dos padrdes requeridos pela legislacdo
faz-se necessario, da realizagdo de diferentes testes de forma a garantir sua eficacia e

seguranga no uso, que podem ser validadas através de levantamentos etnofarmacoldgicos
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de utilizacéo, publicacdes tecnocientificas ou estudos farmacoldgicos e toxicologicos pré-
clinicos e clinicos, além de ensaios que comprovam a identidade da planta e a auséncia
de contaminantes. Por fim, outro fator é a qualidade do produto, mediante o controle das
matérias-primas, do produto acabado, materiais de embalagem, formulacéo farmacéutica
e estudos de estabilidade (KLEIN et al., 2010; NETTO et al., 2006).

Do cultivo de plantas medicinais a distribuicdo de produtos acabados, as Boas
Praticas de Fabricacdo (BPF) integrando com os procedimentos relacionados com a
Garantia de Qualidade devem ser implantadas em toda a cadeia produtiva de fitoterapicos.
Para garantir qualidade, eficacia e seguranca, as avaliagdes devem ser feitas em todas as
etapas do processo, comecando pela matéria-prima vegetal (MPV), antes do uso na
producdo, bem como nas etapas intermediarias do processo para garantir a qualidade no
desenvolvimento de um produto acabado. E realizada a comparacao dos dados obtidos do
material em estudo com os que estdo descritos nos compéndios oficiais, como a
Farmacopeia Brasileira e, para 0s vegetais ndo descritos, devem ser fornecidos métodos
validados (BRASIL, 2018; GIL, E.S, 2010).

3.2 Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) L.P. QUEIROZ

3.2.1 Aspectos botanicos gerais

Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) L.P. QUEIROZ pertencente & familia Fabaceae
da subfamilia Caesalpinioidae (basiénimo Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul) é uma espécie
arborea nativa e endémica da flora brasileira encontrada principalmente nas regides Norte
e Nordeste e Sudeste, distribuindo-se predominantemente em areas de caatinga. Esta
espécie vegetal é popularmente conhecida na regido amazénica como Juca e em outras
regides do Brasil como Pau-ferro (COSTA, GUILHON-SIMPLICIO & SOUZA, 2015;
FERREIRA & SOARES, 2015).

O porte de arvore do Jucé pode atingir até 10 metros de altura, com 10 a 30 cm de
diametro, tendo um revestimento por cascas acinzentadas com ritidoma escamoso e em
placas finas e lisas, seus ramos sdo pouco lenticelados. Sua copa € baixa e densa, com
folhas alternas e espiraladas, tendo a face adaxial coloragéo verde escuro e a face abaxial
verde-claro, seus frutos sdo legumes bacoides (vagens), com formato alongado
indeiscente, levemente achatado e sinuoso com sutura ventral saliente, de base

arredondada a curvada, sdo rigidos e com coloragdo marrom, apresentando poucas
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sementes subelipticas a ovais por fruto (BRASIL, 2017; COSTA et al., 2016; MAIA,
2004).

Segundo SANTOS et al. (2018), a espécie L. ferrea produz anualmente uma
moderada quantidade de sementes. As sementes sdo separadas em cavidades individuais
distintamente visiveis e apresenta disposicdo unisseriada e transversal. As sementes
germinam em amplitude térmica de 15 a 40°C, pode ser armazenada por até oito meses
(GALDINO, MESQUITA & KOSSMANN, 2007).

Suas flores sdo pequenas e de cor amarela. A floracdo ocorre na estacdo seca até
0 inicio da estacdo chuvosa, com frutificacdo no final desta estacdo se prolonga pela
estacdo das chuvas. De acordo COSTA et al. (2016) florescem majoritariamente nos
meses de abril a junho coincidindo com o periodo chuvoso, sendo que a maior média de
dias de frutificacdo ocorre nos meses de fevereiro, marco, agosto e setembro.

Sabe-se que os metabdlitos secundarios presentes na espécie vegetal podem variar
de acordo com a época da colheita, sendo o conhecimento da floracdo e maturacdo das
plantas e frutos de grande importancia. E necessario que se defina o momento ideal de
colheita, pois a composic¢do quimica pode alterar conforme o tipo de cultivo e época da
colheita e, portanto, influencia na qualidade final de um fitoterapico (SANTOS &
ALMEIDA, 2016). Quanto aos frutos desta espécie, devem ser coletados diretamente da
arvore quando adquirirem coloragdo escura ou colhidos ap6s a queda espontanea, ou seja,
o ideal € ser coletado quando estiverem maduros (AMORIM et al., 2009; COSTA et al.,
2016; LORENZI, 1998).

3.2.2 Aspectos Fitoquimicos e Farmacologicos

Com relacdo aos estudos fitoquimicos de Jucé (L. ferrea), hd uma variabilidade
de classes de metabolitos que podem estar relacionados as ac¢Oes terapéuticas, como a
presenca de flavonoides, taninos, saponinas, cumarinas, esteroides e outros compostos
fenolicos das cascas do caule e folhas (GONZALES, BARROS & BACCHI 2004).

Estudos sugerem que os taninos sao seus metabdlitos majoritarios. Os taninos séo
classificados como hidrolisaveis, que se dividem em dois grupos: os galotaninos e 0s
elagitaninos; condensados; pseudo-taninos. Taninos hidrolisaveis apresentam em sua

estrutura ésteres de um acgucar (ou poliol), normalmente B-D-glicose, conectadas a um



21

namero variavel de moléculas de &cidos fendlicos que podem ser moléculas de acido
gélico, no caso de galotaninos ou acido hexahidroxidifénico (HHDP) e seus derivados
oxidados, classificados como elagitaninos. Taninos condensados ou proantocianidinas
sdo oligdbmeros e polimeros formados pela policondensacéo de duas ou mais unidades de
flavan-3-ol e flavan-3,4-diol. Ja& os pseudo-taninos sd@o 0s precursores dos taninos
verdadeiros com menor peso molecular (MONTEIRO, 2005; BITTENCOURT, 2017).

Estudos comprovam a presenca de flavonoides e taninos nos frutos de L. ferrea.
Como exemplos de taninos desta espécie estdo o acido galico e acido elagico (SOARES
et al., 2015). A referida planta foi inserida na Farmacopeia 2° suplemento que define
ambas as substancias como os marcadores quimicos para esta espécie vegetal. Segundo a
monografia da droga vegetal consistida de cascas secas do caule devera conter no minimo,
8% de taninos totais e, no minimo, 0,02% de acido géalico e para os frutos secos, no
minimo, 9% de taninos totais e, no minimo, 1,0% de acido galico (BRASIL, 2017).

Em técnica de cromatografia em camada delgada (CCD) desta planta, observada
por GALVAO (2015), detectou-se a presenca de flavonoides, derivados cinamicos,
acucares redutores e taninos hidrolisaveis tanto em frutos como cascas do caule, porém
taninos condensados apenas em cascas do caule. VASCONCELOS e colaboradores
(2011) utilizaram cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para identificacdo
quimica dos constituintes do extrato aquoso 7,5% das cascas de L. ferrea e revelou a
presenca de taninos condensados (catequinas) e taninos hidrolisaveis (acido galico e
elagico), sendo o teor total de taninos da L. ferrea de 266 mg/g.

PRAZERES et al. (2019) analisaram o extrato seco por aspersdo de vagens de L.
ferrea, submetidas a maceragdo a frio com solvente hidroalcéolico 40% por 3 dias. E 0s
resultados em CLAE/MS mostraram que 0s principais constituintes do extrato foram
taninos hidrolisaveis e compostos fenolicos, como acido galico e acido elagico, sendo o
teor total de compostos fendlicos de 951,39 mg equivalente ao acido galico/g.

No extrato metandlico bruto dos frutos de jucd em CLAE-DAD-EM foram
identificadas substancias fendlicas tais como o acido galoilquinico, o écido
galoilsinapico, o acido metilgaloilquinico, elagitaninos, acido dehidrohexahidroxifenico
e acido clorogénico. Outros trabalhos, utilizando etanol como liquido extrator, isolaram
acido galico, metil galato e o &cido elagico (NAKAMURA et al., 2002; UEDA et al.,
2001).
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Outra classe de metabdlitos presente em L. ferrea sdo as saponinas. Este grupo de
substancias é soluvel em &gua e apresentam em suas estruturas glicosideos constituidos
por uma aglicona (triterpénico ou esteroide) com caracteristica lipofilica, ligada por meio
de ligaces glicosidicas a uma ou mais cadeias de acucares, de carater hidrofilico. Deste
modo, por suas caracteristicas anfifilicas, possuem aplicacdo na industria farmacéutica
como emulgentes e tensoativos naturais. Outros empregos destacados sdo como
adjuvantes para aumentar absorcdo de medicamentos mediante aumento da solubilidade
ou interferéncia nos mecanismos de absorcdo. A atividade antibacteriana descrita para
estas substancias esta relacionada aos triterpenos e esteroides, acreditando-se que estejam
envolvidos na ruptura de substancias lipofilicas das membranas microbianas ou formando
complexos com esteroides (SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G. & ATHAYDE, M. L.,
2007; SIMOES et al., 2007).

Na medicina tradicional, as cascas do caule, os frutos, as folhas e as sementes de
L. ferrea sdo bastante utilizadas devido, principalmente, suas atividades anti-inflamatoria,
analgeésica e cicatrizante (FERREIRA & SOARES, 2015). Pesquisas realizadas
demonstraram que o jucé possui atividade antifingica e antibacteriana (DE ARAUJO et
al.,, 2014; FERREIRA et al., 2015; NASCIMENTO et al.,, 2015), cicatrizante
(KOBAYASHI et al., 2015), anti-inflamatdrias e antinociceptivas (CARVALHO, 1996;
FALCAO, 2017; FREITAS et al., 2012), antidiabética, antioxidante e hepatoprotetora
(BARROS, et al., 2014; HASSAN et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2011), larvicida
(CAVALHEIRO et al., 2009) e anti-leishmania (COMANDOLLI-WYREPKOWSKI et
al., 2017).

Varios estudos atribuem as substéncias fendlicas, tais como os taninos como
majoritarios nesta espécie vegetal e relacionam a atividade cicatrizante a esse grupo de
moléculas bioativas. Em processos de cicatrizacdo de feridas, queimaduras e inflamacdes,
os taninos auxiliam formando uma camada protetora (complexo tanino-proteina e/ou
polissacarideo) sobre tecidos epiteliais lesionados. As atividades dos taninos estéo
relacionadas, com suas propriedades adstringentes, que é a sua eficiéncia como
precipitantes de proteinas (da saliva, sanguineas, bacterianas, parasitarias, enzimas, entre
outros). Por via externa, podem agir impermeabilizando as camadas mais expostas da pele
e mucosas, protegendo assim as camadas subjacentes e favorecendo a cicatrizagédo
(BATE-SMITH, 1973 apud KOBAYASHI, 2015; MELLO & SANTOS, 2007; SIMOES
et al., 2007). De acordo com PAIVA et al. (2002) devido sua capacidade de precipitar as
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proteinas das células, formam uma barreira protetora composta pelo complexo tanino-
proteina ou por meio do polissacarideo sobre a pele ou mucosa danificada, evitando
também a proliferacdo de microrganismos.

Estudos indicam que a L. ferrea possui atividade antimicrobiana. Quando se
compara estudos antimicrobianos entre diferentes partes da planta, ndo foram relatadas
atividades utilizando extratos de sementes de jucd (CAVALHEIRO et al., 2009). No
entanto, utilizando diferentes extratos alcodlicos das cascas do caule, avaliadas por
PEREIRA et al. (2010) frente a cepas Staphylococus aureus, Escherichia coli e
Enterobacter gergoviae, apresentaram acdo antimicrobiana relevante frente a cepa de S.
aureus, com halo superior a 17mm.

A atividade antibacteriana de frutos L. ferrea foi avaliada por métodos de difuséo
em &gar e microdiluicio por DE ARAUJO et al. (2014), a extracdo foi realizada
empregando a técnica de turbo-extracdo utilizando como liquidos extratores agua (10%;
p/v) e acetona:agua (7:3, v/v). A quantificacdo de polifenois totais do extrato aquoso foi
de 30,47% e para acetona:agua de 32,50%. No geral, 0s extratos acetona-agua foram mais
ativos frente bactérias gram positivas como Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis, e negativa frente Shigella flexneri. Outro estudo realizado por
NASCIMENTO et al. (2015) demonstrou atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positiva do extrato etanélico de vagens de L. ferrea com
concentracdo inibitoria minima (CIM) variando de 50 a 125ug/ ml.

BARAKAT et al. (2011) desenvolveu formas farmacéuticas a base de Carbopol®,
a partir de extrato aquoso dos frutos de L. ferrea nas concentracdes 2,5%, 5% e 7,5%
(m/V) frente a Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus epidermidis e verificou que a formulacdo contendo 5% de
extrato teve melhor inibicéo frente as cepas testadas.

Os frutos e as cascas também sd@o de interesse antimicrobiano contra patdgenos
bucais (SAMPAIO et al., 2009). OLIVEIRA (2013) comparou extratos obtidos através
da infuséo da casca do fruto e do caule com uma relagdo droga:solvente de 7,5% (m/V)
frente a patdgenos bucais. Frente ao Lactobacillus casei, o extrato dos frutos mostrou-se
mais efetivo, com concentracéo inibitoria minima (CIM) de 9,3 mg/ml comparado a CIM
da casca que foi 37,5 mg. Os dois extratos apresentaram CIM de 18,7 mg/mL frente a

Candida albicans. Frente a cepa de Streptococcus salivarus, somente o0 extrato obtido da
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casca do caule apresentou atividade com (CIM) de 37,5 mg/mL, tal fato foi confirmado
por MATOS (2016), apresentando a mesma concentracao frente a S. oralis.

Quanto ao potencial cicatrizante do jucd, KOBAYASHI et al. (2015) avaliaram o
extrato etandlico dos frutos de L. ferrea em ratos. No extrato foram detectados saponinas,
acidos organicos, acucares redutores, fenois e taninos, sesquiterpenolactonas e outras
lactonas e antraquinonas. O extrato a 12,5% foi superior ao de 50% para o tratamento de
feridas em ratos, que foi acompanhado durante 9 dias, o que indica que a concentracdo
do extrato pode influenciar no resultado do tratamento. Na dose testada, o extrato ndo
apresentou toxicidade aguda.

A atividade cicatrizante do pd oriunda das vagens de juca in natura ou em
associagao com agucares, e ainda na forma de pomada em feridas cuténeas de coelhos foi
avaliada por BATISTA et al. (2017). Ap6s o tratamento, observou-se que ndao houve
diferencas significativas entre as formulacdes em relacdo ao tempo médio de cicatrizacdo
(14 a 17 dias). No entanto, o tratamento tépico com a pomada do pé das vagens de juca,
com e sem adicdo de aglcar, promoveu um processo cicatricial esteticamente mais
organizado, menos hiperémico e exsudativo.

Pesquisas envolvendo a atividade cicatrizante do jucd vém sendo realizadas
também na area veterinaria. A eficiéncia de uma pomada de L. ferrea na cicatrizacdo de
feridas cutaneas de caprinos foi avaliada do ponto de vista clinico, bacterioldgico,
morfologico e histopatolégico em um estudo por OLIVEIRA et al. (2010). Houve
completa reepitelizacdo das feridas ao 21° dia, enquanto o grupo controle composto de
pomada feita apenas a base de vaselina necessitou de mais tempo, sendo que no momento
da bidpsia foram identificadas S. aureus, ap6s o tratamento observou-se S. aureus apenas
para 0 grupo controle. Em outro trabalho por OLIVEIRA et al. (2014), realizou-se a
comparacgao de atividade cicatricial entre o extrato aquoso (30%) da vagem e a casca de
L. ferrea em lesbes cutaneas de asininos A evolugdo macroscopica foi acompanhada
durante 9 semanas, com total cicatrizacdo e ndo houve diferencas significativas entre o0s
grupos tratados com a casca e a vagem.

Outro estudo mostrou a potencial atividade cicatrizante, DOS SANTOS
AMERICO et al (2020) avaliaram duas formulagdes distintas contendo 5% de extrato de
jucé para cicatrizacdo de feridas em cédes, uma a base de carbopol e outro a base de
manteiga de Astrocaryum murumur Mart., e utilizando uma pomada comercial como

controle. Os resultados demonstraram que houve maior cicatrizagdo e maior retragdo de
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feridas para os grupos tratados com as formulages fitoterdpicas do juca, com aumento
de 15,4% do jucé a base de carbopol e 16,2% do grupo a base de manteiga em comparagao

com o controle.

A L. ferrea possui ainda potencial uso no combate da Leishmania spp. Como
mostra no estudo de COMANDOLLI-WYREPKOWSKI (2017) que utilizou hidrogel
topico com extrato obtidos com hexano e metanol a 10% de folhas, galhos e frutos de
jucd (50 mg) e aplicados em hamsters infectados durante 40 dias. Os resultados
demonstraram que as lesfes cutaneas dos animais que receberam tratamento com extrato
de juca adicionado ao hidrogel apresentaram reducéo significativa de 42,78% do volume
da lesdo, diminuicdo da inflamacdo, menor ulceracao e alterac6es histopatoldgicas, além
de menor carga parasitaria detectada por RT-qgPCR quando comparados aos animais

infectados néo tratados, ou que receberam apenas o gel sem o extrato na regido da lesé&o.

Além de boas propriedades cicatrizantes, os flavonoides e 0s taninos sao relatados
como bons antioxidantes (NASCIMENTO et al., 2018). Os compostos fenolicos, como
os &cidos fenolicos, derivados da cumarina, taninos e flavonoides, podem atuar como
agentes redutores, sequestrantes de radicais livres, quelantes de metais ou desativadores
do oxigénio singleto (LARCHER, 2004; TAIZ & ZEIGER, 2013 apud FERRERA et al.,
2016). Esses mecanismos de atividade antioxidante auxiliam em processos cicatrizantes,
ja que os radicais livres sdo um fator importante na formacdo de lesGes ulcerativas e
erosivas do trato gastrintestinal, e podem ter efeitos positivos no estresse oxidativo
desencadeado por hiperglicemias e hiperlipidemias (BORRELLI & 1ZZ0O, 2000;
CARBONEZI et al., 2007; SILVA & FERRARI, 2011).

Taninos também sdo considerados as possiveis substancias quimicas responsaveis
pela atividade antidiabética (UEDA et al., 2011; VASCONCELOS, 2011).
VASCONCELOS et al. (2011) investigaram as propriedades hipoglicemiantes do extrato
aquoso das cascas do caule de L. ferrea. O extrato foi administrado por via oral a ratos
diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ). Apesar de ndo ser estatisticamente
diferente entre o grupo tratado com metformina, a amostra reduziu os niveis de glicose
no sangue dos animais e melhorou o seu estado metabolico em comparagdo ao grupo

controle.
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Em um estudo in vivo semelhante ao de VASCONCELOS et al. (2011), foi
avaliada a atividade hipoglicemiante do extrato das folhas de L. ferrea por HASSAN et
al. (2015). Apos a administracédo oral do extrato durante 30 dias, houve melhora do quadro
de hiperglicemia de ratos diabéticos, com redugdo significativa da glicose sérica, a-
amilase e aumento de insulina sérica, além da inibicdo da progressdo do stress oxidativo
e melhora do perfil lipidico.

O possivel mecanismo das propriedades hipoglicémicas do extrato aquoso da
casca de juca pode estar ligado a atuacdo na regulacdo da captacédo de glicose no figado e
nos musculos esqueléticos por meio da ativacdo de Akt, com consequente inibi¢do da
ativagdo da AMPK, que sdo enzimas que contribuem para a redugdo da glicemia
(VASCONCELOS C,; MARANHAO, H. M.; BATISTA, T. M.; CARNEIRO, E. M.;
FERREIRA, F.; COSTA, J.; SOARES; SA, M.; T.P, SOUZA & A.G. WANDERLEY,
2011). UEDA et al. (2001) aponta que o &cido elagico, que foi isolado da L. ferrea, tem
a capacidade de inibir a aldose redutase de um modo ndo-competitivo, enzima envolvida
no metabolismo do diabetes.

Atividades de inibicdo para enzimas envolvidas no metabolismo do diabetes ainda
foram relatadas a partir de extratos de sementes de juca. CAVALHEIRO et al. (2009)
detectaram a atividade amilasica no extrato aquoso de sementes de jucé. A hipétese seria
a de que a semente possui, em seu interior, enzimas amiloliticas que estejam relacionadas
ao processo de mobilizacdo de nutrientes para germinacao da semente ou a presenca de
microrganismos endofiticos no interior da semente que sejam capazes de degradar o
amido. Fato observado por LIMA et al. (2013), que avaliaram a amilase de extratos
aquosos de sementes de L. ferrea quanto a estabilidade térmica e massa molecular. Neste
estudo, os resultados mostraram que a amilase presente no extrato possuia estabilidade
até 60°C, pois a temperatura pode ser um fator que influencia na atividade biologica de
uma proteina, sendo que temperaturas acima de 40°C causam desnaturagdo proteica em
muitas enzimas.

Na medicina popular, o jucad é muito utilizado para uso em terapias da dor e da
inflamacéo, sendo seu uso confirmado por CARVALHO et al. (1996) e LIMA et al.
(2012). Em um teste de contorcdo abdominal induzidas por acido acético em
camundongos, o0 extrato bruto de frutos de L. ferrea nas doses de 10 e 20 mg/kg reduziu
0 numero de contorches, respectivamente em 51% e 88%. Comparativamente, a
indometacina (20 mg/kg) reduziu 92% das contragcdes (CARVALHO et al., 1996).
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Em outro estudo, LIMA et al. (2012) avaliaram utilizando extrato etandlico das
vagens de L. ferrea (50 mg/kg) no teste de contor¢des induzidas por &cido acético. O
extrato nas doses 12,5; 25 e 50 mg/kg reduziu significativamente o nimero de contorcdes
em 24,9%; 46,9% e 74,2%, respectivamente. No teste do edema de orelha reduziu
significativamente (66,6%) em relacdo ao controle indometacina (83.9%). No teste da
permeabilidade vascular induzida por acido acético houve atividade inibitdria, e na
avaliacdo da migracdo leucocitaria foi observada a reducdo do ndmero de leucdcitos
polimorfonucleares para o sitio da inflamacdo, tal fato também foi investigado por
FALCAO et al. (2017).

3.2.3 Aspectos tecnoldgicos

Ao longo destes anos, pesquisas envolvendo a espécie Libidibia ferrea foram
realizadas pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Inovacdo e Desenvolvimento em
Tecnologia Farmacéutica (LIDETEF) da Faculdade de Farmacia da UFAM. Em 2009,
MARINHO (2009) verificou a influéncia de métodos extrativos (15 min para decoccao e
infusdo e 72h para maceracao), utilizacdo de etanol e agua destilada como solvente e da
proporcao de droga vegetal (2,5% e 7,5%) no teor de taninos de solucdes extrativas de
jucé. De acordo com o estudo, 0 melhor liquido extrator foi a agua e quanto ao teor de
taninos totais, obteve-se maior concentracdo de taninos (9,499%) utilizando decocc¢éo
2,5%, seguido de 7,999% para infusdo 2,5% e 7,24g% com decocc¢éo 7,5%.

BARAKAT (2011) utilizou solucdo extrativa aquosa 7,5% de frutos de L. ferrea
e avaliou diferentes adjuvantes farmacéuticos (didxido de silicio coloidal e celulose
microcristalina) para obtengdo de extratos secos por asperséo, e observou que o extrato
seco sem adjuvante apresentou maior rendimento operacional (76,36%) em comparacgao
com o extrato seco com a adi¢do de 15% de didxido de silicio coloidal (50,62%). Neste
mesmo estudo, BARAKAT (2011) trabalhou no desenvolvimento de formas
pseudoplasticas utilizando o extrato seco de L. ferrea, e avaliou diferentes polimeros
derivados do acido poliacrilico (Carbopol® 940 e Permulen® TRI) e derivado de celulose
(Natrosol®) para obtencao das formulagdes, sendo formulacéo de Carbopol® selecionada

como melhor base semissélida para incorporacao de extrato seco de juca.
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COSTA (2012) avaliou a influéncia dos adjuvantes: dioxido de silicio coloidal
(Aerosil®), celulose microcristalina e goma arébica sobre as caracteristicas dos produtos
secos produzidos a partir da solucdo extrativa aquosa obtida das cascas do caule de L.
ferrea, através de um delineamento fatorial qualitativo do tipo 23. Com relagdo ao
rendimento operacional, os adjuvantes ndo contribuiram para um rendimento superior
(45,34% a 67,28%), sendo o melhor com adjuvante Aerosil® (67,28%), quando
comparado ao extrato seco sem adjuvante (82,91%). Quanto a quantificacdo do marcador
quimico acido galico nos diferentes produtos secos por aspersdo (PSA) estudados por
COSTA (2012), houve variacdo de 0,530 a 1,355 mg/g de acido gélico, sendo que o
extrato seco produzido com o adjuvante aerosil® apresentou um teor médio de 0,862
10,01 mg/g, enquanto o extrato seco sem adjuvante (ESA) apresentou o maior teor de
1,355 mg/g quando comparado aos demais produtos secos.

Visando a producdo de formas farmacéuticas sélidas com extrato seco de
superiores caracteristicas reoldgicas, MARINHO (2016) otimizou a padronizacdo de
BARAKAT (2011) a partir de um planejamento fatorial com diferentes concentragdes de
didxido de silicio coloidal e variacao nos parametros de spray dryer como fatores de fluxo
de alimentacdo e fluxo de aspiracdo. O produto seco com adicdo de 15% de adjuvante
dioxido de silicio coloidal, fluxo de alimentacdo de 10 mL.min e fluxo de aspiracéo de
100% gerou maior rendimento tecnoldgico (83,4%) quando comparado aos demais.

Logo mais, o ESA de frutos de jucé foi objeto de estudo no desenvolvimento de
formas farmacéuticas solidas granulados e capsulas por MARINHO (2016). Foi utilizado
0 método de granulacdo via Umida para a preparacdo dos granulados com diferentes
agentes aglutinantes (Opadry e Eudragit E) e liquidos de granulacdo (agua, acetona e
alcool isopropilico). Ndo houve diferenca estatistica significativa entre os testes de
dissolucdo, desintegracdo e o teor de polifenois totais entre as formulacbes, sendo o
granulado escolhido contendo 15% de Eudragit E. Sendo assim, MARINHO (2016)
avaliou a influéncia de diferentes reguladores de fluxo na formulacdo (estearato de
magnésio, lauril sulfato de sodio e dioxido de silicio coloidal) para a preparacdo de
capsulas. O perfil de dissolugdo mostrou que a formulacdo utilizando diéxido de silicio

coloidal apresentou um maior percentual de PSA dissolvido no decorrer de 90 minutos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao e tratamento do material vegetal

O material vegetal constituido de vagens de Libidibia ferrea foi coletado no
municipio de Manaus/AM em 2019. O material vegetal foi pesado e amostras retiradas
para a analise do teor de umidade. Em caso do material com umidade acima de 14%, foi
submetido a secagem em estufa de ar circulante a 45°C, até estabilizacdo da umidade
residual. Apos a secagem, o material foi submetido a moagem em moinho de facas para
reducdo do tamanho de particula. O material cominuido resultante foi armazenado,
constituindo assim a matéria-prima vegetal (MPV) (BRASIL, 2010).

4.2 Caracterizacao da Droga Vegetal
Para as analises de caracterizacéo, todos os ensaios foram realizados em triplicata.
4.2.1 Determinacao do teor de umidade

O teor de umidade foi determinado por meio de uma balanca eletronica de
umidade da Shimadzu MOC-120H®, ajustada com secador de infravermelho, através da

secagem em cerca de 1 g da amostra a temperatura de 105°C.
4.2.2 Anélise da distribuicdo granulométrica por tamisacéo

Conforme descrito na Farmacopeia Brasileira 52 edi¢do (2010), cerca de 50g da
amostra foram pesados e submetidos a passagem através de tamises, com abertura de
malha de 1000; 850; 710; 600; 500; 425; 355; 250 um e mais o coletor previamente
tarado. A tamisacdo foi realizada em agitador de peneiras granulométricas, utilizando-se
60 vibragdes por minuto, durante 15 minutos. Apos esse processo, as fracdes retidas, nos
tamises e no coletor, foram pesadas em balanga analitica, e os dados analisados por
método gréafico, construindo-se curvas de retencdo e passagem, e histograma de
distribuicéo, a fim de se obter o didmetro médio de particulas e amplitude granulométrica

do pd. Os resultados obtidos corresponderam & média de trés determinagdes.
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4.2.3 Determinacao de teor de extrativos

Cerca de 1,5 g da amostra foi submetida a extracdo com 150 mL de agua
destilada por decocgdo em um periodo de 10 minutos. Apds o arrefecimento, o volume
foi reconstituido e filtrado, desprezando os primeiros 20 mL do filtrado. Cerca de 20 g do
filtrado foram colocados em pesa-filtros, previamente tarados, e evaporados até secura
em banho-maria, com agitacdo ocasional. Logo apos, os pesa-filtros foram colocados em
estufa a 105 °C £ 1 °C por 2 horas, e ap0s esse tempo, os pesa-filtros foram transferidos
para o0 dessecador a fim de arrefecer por 20 minutos, pesando em seguida. Esse
procedimento foi repetido de uma em uma hora até atingir peso constante
(BUNDESVEREINIGUNG, 1986). O calculo do teor extrativo foi determinado de acordo

com a equacao abaixo:

g xFD

TE =
m — pd

x 100

Cujo, TE = teor extrativo (%m/m); g = massa do residuo (g); FD = fator de dilui¢cdo; m = massa da amostra

(9); pd = perda por dessecagéo (%m/m).
4.2.4 Determinacao do teor de cinzas totais

Os cadinhos de porcelana foram previamente acondicionados em mufla a 550°C
durante 2 horas. A seguir foram resfriados em dessecador, por 30 minutos e pesados em
balanca analitica, correspondendo ao valor (P1). Cerca de 3 g da MPV foram pesados
(P2) e transferidos para os cadinhos de porcelana. As amostras foram aquecidas
gradativamente, entdo carbonizadas em chama direta e incineradas. Apos completa
combustdo (auséncia de fumaca), foram colocadas em mufla a 550°C por 2 h (eliminagéo
total do carvao). A seguir, foram levadas para o resfriamento em dessecador sob vacuo,
e as amostras foram pesadas em balanca analitica, repetindo-se este procedimento até a
obtengdo de peso constante (P3). A porcentagem de cinzas foi calculada em relacéo a
droga seca, pela média de trés determinacfes (BRASIL, 2010). O calculo foi realizado
conforme a equacéo abaixo:

(P3 — P1)

% Cinzas = m x 100
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4.2.5 Cromatografia de liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A analise de CLAE foi realizada no Laboratorio BIOPHAR da FCF/UFAM. Para
0 preparo da amostra foi pesado 1,0 g da droga pulverizada e transferido para um baléo
de fundo redondo de 250 mL com boca esmerilhada, apés foi adicionado 150 mL de &gua
destilada e aquecido em banho-maria sob refluxo durante 30 minutos a temperatura de
80-85 °C. A amostra foi resfriada em agua corrente e transferida para um baldo
volumétrico de 250 mL. O bal&o foi lavado e as 4guas de lavagem foram transferidas com
todo contetdo de droga vegetal para 0 mesmo baldo volumeétrico, sendo o volume aferido
com agua destilada. Em seguida foi esperado o material decantar e o liquido sobrenadante

foi filtrado em papel de filtro, desprezando os primeiros 50 mL do filtrado (4 mg/mL).

As analises foram conduzidas em Cromatdgrafo Liquido (LC 20A Prominence,
Shimadzu®). Para a anélise e processamento dos dados, o software LC Solutions® foi
utilizado. O comprimento de onda foi fixado em 280 nm para deteccdo do &cido elagico
e acido galico. A separacdo cromatogréafica foi realizada com coluna C18 (250 mm x 4.6
mm d.i., tamanho de particula 5 um) da Dionex® equipada com pré-coluna (C18, 4 mm
x 3.9 um, Phenomenex®). As separacdes foram realizadas com temperatura do forno da
coluna a 24°C. A fase movel utilizada foi adgua ultrapura (A) e metanol (B) ambos
acidificados com 0,05% de acido trifluoracético, com fluxo ajustado para 0,8 mL/min. O
seguinte gradiente foi utilizado: 0-10 min, 12,5-25% B; 10-15 min, 25-40% B; 15-25
min, 40-75% B; 25-30 min, 75-75% B; 30-33 min, 75-12,5% B (FERREIRA et al.,
2016).

Foi injetado 20 pL da solugdo amostra, filtrada previamente com filtro de Seringa
PVDF de 0,22 um. O resultado foi expresso em %m/m de acido elagico e de acido galico,
de acordo com a equagdo da reta dos respectivos padrfes. Para os célculos foram
considerados a perda por dessecacdo da amostra e a pureza dos padrdes, 99% para 4cido

elagico e acido galico (Sigma Aldrich®).
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4.2.6 Quantificacdo do teor de taninos totais

A quantificacdo do teor de taninos totais (TT) foi realizada por método

espectrofotométrico com a utilizacdo do reagente colorimétrico fosfomolibidotungstico

(Folin-Denis), em meio alcalinizado com carbonato de soédio anidro a 29%. Foram
realizados os procedimentos a seguir (GALVAO, 2015; BRASIL, 2010):

a)

b)

d)

Preparo de Folin-Denis: foram adicionados a 75 mL de agua destilada, 10,0 g de
tungstato de sodio, 2,0 g de &cido fosfomolibdico e 5,0 mL de acido fosférico. A
mistura foi fervida sob refluxo durante 2h, resfriada e diluida a 100 mL com agua

destilada. A solucdo apresentou uma coloragéo esverdeada.

Solucgdo de carbonato de sodio 20% (m/V): foram dissolvidos 200g de carbonato
de sédio anidro em 1000 mL de &gua destilada a 70 £10°C. A solucéo foi filtrada

apos 24 horas e sempre que apresentou precipitacéo.

Preparo da solucéo estoque: foram pesados 0,500 g de MPV e transferidos para
um erlenmeyer de 250 mL com a boca esmerilhada e foi adicionado 150 mL de
agua destilada. A preparacdo foi mantida sob refluxo durante 30 minutos a
temperatura de 85°C, e, em seguida, resfriada a temperatura ambiente. O conteido
foi transferido para baldo volumétrico de 250 mL e o volume, completado com
agua destilada. A solucdo foi deixada em repouso para decantar e em seguida, foi
filtrada em papel de filtro, desprezando os primeiros 50 mL, e o restante do

filtrado constituiu a solucéo estoque.

Preparo da solugdo amostra para PT: Foram diluidos 5 mL da solugdo estoque
para baldo volumétrico de 25 mL com agua destilada. Em seguida, foram
transferidos, volumetricamente, 2 mL desta solugdo, 1 mL de reagente Folin-
Denis e 10 mL de agua destilada para um baldo volumétrico de 25 mL, e entdo o
volume foi completado com solucdo de carbonato de sodio anidro (Na2COz) a
29% (p/v). A analise foi realizada em espectrofotbmetro UV visivel, em
comprimento de onda de 760 nm (Al), apés 30 minutos, sendo utilizado o

pirogalol como substancia de referéncia.
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e) Solucdo amostra para polifendis ndo adsorvidos por caseina (FNT): cerca de 10,0
mL da SE foi adicionada ao agente precipitante (caseina) e submetida a agitacao
em erlenmeyer de 125 mL durante 60 minutos. A solucéo resultante foi filtrada
em papel de filtro e 5,0 mL do filtrado foi diluido com agua destilada em balé&o
volumeétrico de 25 mL. Em seguida, 2,0 mL desta solucdo, 1,0 mL de reagente
Folin-Denis e 10 mL de &gua destilada foram transferidos para baldo volumétrico
de 25 mL e o volume completado com solucdo de carbonato de sodio anidro
(Na2CO3) a 29% (m/v). Apds 30 minutos, absorbancia correspondente a fragcdo
ndo-tanante (FNT) foi mensurada em 760 nm (A2) utilizando agua destilada para

ajuste do zero.

f) Preparo da Solugdo padrdo: cerca de 50,0 mg do padrao de referéncia (pirogalol)
foi dissolvido em 100 mL de &gua destilada. Em seguida, 5,0 mL da solucédo
padrao foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL e o volume completado
com o mesmo solvente. Por fim, 2,0 mL dessa solu¢do, 1,0 mL de reagente Folin-
Denis e 10,0 mL de agua destilada foram transferidos para um baldo volumétrico
de 25 mL e o volume completado com solucéo de carbonato de sodio a 29% (m/v).
Ap06s 30 minutos, a absorbancia da solugédo padrdo foi mensurada em 760 nm (A3)
utilizando &gua destilada para ajuste do zero.

O teor de taninos totais foi calculado em porcentagem de taninos, expressos em g%

de padréo, segundo a equacéo abaixo:

TT =625 X (A1 — A)) X my

Az X my

Cujo, TT = teor de taninos totais em g% de pirogalol; Al = absorbancia da solucdo amostra para polifendis
totais; A2 = absorbancia da solugdo amostra para polifendis ndo adsorvidos em p6 de pele; A3 =
absorbancia da solucdo padrdo; m1 = massa da amostra utilizada no ensaio, em gramas, considerando a
determinacédo de dgua; m2 = massa do padrao, em gramas.

4.3 Obtencéo e caracterizagao fisico-quimica da solugéo extrativa (SE)

A SE foi obtida por infusdo a partir da MPV, durante um periodo de 15 minutos,

em uma relagdo droga:solvente de 7,5% p/v, utilizando agua destilada como solvente de
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extracéo e posteriormente filtrada (COSTA, 2012). A SE foi caracterizada conforme os

ensaios discriminados a seguir.
4.3.1 Determinacéao do pH

A determinacéo do pH foi realizada utilizando cerca de 10 mL da solucéo extrativa
de L. ferrea em potenciémetro previamente calibrado com solucdes tampao pH 4,0 e 7,0.
Os resultados foram expressos pela média e desvio padrdo de seis determinacOes
independentes (BRASIL, 2010).

4.3.2 Determinacao da densidade relativa

A andlise da densidade relativa foi realizada em picndmetro de 25 mL,
previamente tarado através da afericdo do mesmo vazio e contendo agua destilada. Em
seguida foi determinada a massa do picnémetro contendo a solucdo extrativa. A densidade
foi calculada em relacdo a densidade da agua de acordo com a equacao abaixo (BRASIL,
2010).

mSE — mp

drelativa = ——————
reiativa mHZO—mp

Cujo, d = densidade relativa; mSE = massa de solucdo extrativa; mH,O = massa da agua; mp = massa do

picnémetro vazio.

4.3.3 Determinacdo do residuo seco

Uma aliquota de 20,0 g de solucéo extrativa foi pesada em pesa-filtro previamente
tarado. Em seguida, foi evaporada, até secura total, em banho-maria. O pesa-filtro
contendo o residuo sélido foi colocado em estufa a 105°C + 1°C por 2 horas, em seguida
foi colocado em dessecador para arrefecimento por 20 minutos e pesado. Esse
procedimento foi repetido de uma em uma hora até atingir peso constante. O resultado foi
expresso em relacdo a 100 g da solucdo extrativa (BUNDESVEIREINIGUNG, 1986;
BRASIL, 2010).
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4.3.4 Espectroscopia na regido do Infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR)

Este ensaio foi realizado em parceria com o Laboratorio P&D Farmacéutico e
Cosmético da Universidade Federal do Pard (UFPA). Na andlise por espectroscopia da
regido do infravermelho da SE, os espectros foram obtidos por meio do equipamento de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) Attenuated total reflectance (ATR-
acoplado) (Shimadzu IRPrestige-21), equipado com detector DLATGS (sulfato de
triglicina deuterado dopado com L-alanina), atraves do software de aquisi¢do IR Solution
®. As leituras foram realizadas na faixa de absorcdo em comprimento de onda de 600 a
4000 cm™* (SAMPAIO et al., 2015).

4.3.5 Determinacao do teor de fenois totais

A concentracdo de fenois totais da SE foi quantificada pelo método descrito por
BONOLI et al. (2004) com algumas modificacdes. Foram realizados calculos de diluicao
a fim de obter uma solucéo a 1 mg/mL. Uma aliquota de 10 uL do extrato (1mg/mL) mais
50uL da solug@o Folin-Ciocalteu (1:10) foram adicionados em microplacas de 95 pocos
e incubadas, durante 8 minutos no escuro, passado este tempo, 240 uL de carbonato de
sodio a 0,4% foi adicionado e novamente incubado por 3 minutos. Como controle
negativo foi utilizado o reagente de Folin-Ciocalteu juntamente com Carbonato de Sodio
e para padrdo inibitorio foi utilizado o &cido galico. Em seguida, foi realizada a
mensuracdo da absorbancia em 620 nm no leitor de ELISA, modelo DTX800, marca

Beckman Coulter. Os resultados foram obtidos utilizando-se o célculo a seguir:

[(abs do extrato — abs do branco)x 100]
abs do padrao

Determinacgdo de fendis totais =

4.4 Obtencao e caracterizacédo do Extrato Seco por Aspersdo (ESA)

O ESA foi obtido através da secagem por aspersdo da solucdo extrativa aquosa
das vagens de L. ferrea em equipamento Mini Spray Dryer (modelo MSD 1.0 da

Labmag). O Extrato Seco por Asperséo (ESA) que foi utilizado no experimento foi
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desenvolvido e padronizado previamente por COSTA (2012) e otimizado por MARINHO

(2016). Sua obtencéo foi realizada em condi¢Oes similares conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Pardmetros de secagem no Mini Spray Dryer.

Parametros Valores
Temperatura de Entrada 120°C
Fluxo de alimentacdo 6,5 mL/min
Diametro do aspersor 1,0 mm

4.4.1 Avaliacdo das caracteristicas macroscopicas

As caracteristicas macroscopicas foram avaliadas pela observacéo visual da cor e
aspecto do produto (DE SOUZA, 2005).

4.4.2 Rendimento Operacional

O rendimento operacional foi determinado pela pesagem do produto seco obtido
no final da secagem e comparacao com o teor de so6lidos contidos na solucdo extrativa a
ser seca, incluindo o percentual de adjuvante de secagem adicionado, conforme a férmula

descrita abaixo:

Rendi t onal (%) = —— x 100
endimento operacional (%) Visd X

Cujo, RT = rendimento tedrico (%); Msd= massa coletada no coletor do spray (9);

4.4.3 Andlise do teor de umidade em balanca com infravermelho

Seguindo a Farmacopeia Brasileira 52 edigdo (2010) com modificagOes, a umidade
residual foi determinada em balanga de secagem por infravermelho. Previamente foi
retirada a umidade do aparelho e cerca de 0,5 g de ESA foram pesados e distribuidos
uniformemente no coletor de aluminio contido no aparelho. O aparelho foi acionado e o

valor da umidade foi anotado em percentual.
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4.4.4 Analise das particulas em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O extrato seco foi previamente depositado e montado de modo adequado em
suporte porta-amostras do MEV (“stub”) com fita dupla face e submetidos a um processo
de metalizacdo com um filme de ouro. Apds, foi realizada a anélise em Microscopia

Eletronica de Varredura (MEV) para obtencdo das microfotografias.
4.4.5 Espectroscopia na regido do infravermelho

Na anélise por espectroscopia da regido do infravermelho do ESA, os espectros
foram obtidos por meio do equipamento de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) (Shimadzu IRPrestige-21). As leituras foram realizadas na faixa de absorcéo em
comprimento de onda de 400 a 4000 cm™. Cerca de 1 mg das amostras foram
comprimidas com 99 mg de KBr (SAMPAIO et al., 2015).

4.4.6 Determinacao do perfil cromatografico do ESA por Cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises de CLAE foram realizadas no Laboratério BIOPHAR (FCF/UFAM).
Para o preparo do extrato seco, foram pesados 250 mg e diluidos com &gua ultrapura para
balGes volumétricos de 25 mL, obtendo solugdes a 10 mg/mL. Uma aliquota de 2,5 mL
das solucdes obtidas foi transferida para bal6es volumétricos de 25 mL e o volume aferido

com agua ultrapura, obtendo solucdo a 1 mg/mL.

As andlises foram conduzidas em mesmo equipamento e condicBes
cromatograficas conforme descrito no item 4.2.5 para quantificacdo dos marcadores

quimicos na droga vegetal.

4.4.7 Validacdo da metodologia analitica para a quantificacdo de acido
galico e acido elagico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

4.4.7.1 Linearidade

A faixa de trabalho foi determinada através de duas curvas utilizando as solugdes

padrGes com seis niveis de calibragdo (2,4,8,16,32,64 pg/mL para &cido gélico e acido
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elagico). A andlise foi realizada em triplicata. A linearidade foi realizada através da
andlise das curvas de ambos os padrdes e calculada a partir da equacéo de regressdo linear:

y=ax+b

cujo, y = a resposta medida; x = concentracdo; a = inclinacdo da curva de calibragéo; b =

interse¢do com o eixoy.
4.4.7.2 Preciséo

A preciséo foi determinada a partir da repetitividade de resultados (6 injecGes de
cada padrdo a 100% de sua concentracdo), utilizando a curva da faixa de trabalho. A

analise foi realizada em triplicata.
4.4.7.3 Exatidéo

A exatiddo do método foi determinada a partir do calculo de recuperacdo média
através da adicdo de quantidades conhecidas de &cido galico e acido elagico em triplicata
em trés niveis de concentragdo baixa (2 pg/mL), média (16 pg/mL) e alta (64 pg/mL) no

extrato seco de L. ferrea. A analise foi realizada em triplicata.
A equacdo recuperacdo dos analitos é dada por:

R _ L 100
ec-Ctx

em que, Rec: é a recuperacdo (%); Co: concentracdo obtida (ug/mL); Ct: concentracdo
tedrica (ug/mL);

4.4.8 Determinacao de polifendis totais
4.4.8.1 Método Folin-Denis

A determinacgdo de PT foi realizada por método espectrofotométrico (Adaptado
de ARAUJO et al, 2014; FARMACOPEIA BRASILEIRA V, 2010):

a) Preparacdo da solucdo estoque: Foram diluidos cerca de 50 mg de PSA em

100 mL de agua destilada.
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b) Preparacdo da solucdo amostra para PT: Foram diluidos 5 mL da solucédo
estoque para baldo volumétrico de 50 mL com &gua destilada. Foram
transferidos, volumetricamente, 2 mL dessa solucdo, 1 mL de reagente Folin-
Ciocalteau e 10 mL de agua destilada para baldo volumétrico de 25 mL,
completando o volume com solucdo de carbonato de sédio anidro a 29%
(m/v). As medidas foram realizadas em espectrofotdbmetro UV visivel, em
comprimento de onda de 760 nm, ap6s 30 minutos, sendo utilizado o pirogalol
como substancia de referéncia e utilizando dgua destilada para ajuste do zero.

Os PT foram calculados de acordo com a Equacéo 3:

_ ALFD
~ A%1lcm. (m —p)

PT

cujo, PT= Percentual de Polifenois Totais (g%); Al= Absorbancia de PT; FD=Fator de
diluicdo; m= massa da MPV (g); p= perda por dessecacdo da MPV (g%); A%lcm =
Coeficiente de absorcdo do pirogalol (6611,1). O ensaio foi realizado em triplicata e o

resultado expresso como média e desvio padrao.
4.4.8.2 Método Folin-Ciocalteau em leitor de ELISA

A concentracdo de fendis totais do ESA foi quantificada pelo método descrito por
BONOLI et al. (2004) com algumas modificagcdes seguindo a mesma metodologia

conforme descrito no item 4.3.5 na determinacdo da solucao extrativa.
4.49 Sequestro de radicais DPPHe

Para avaliar o potencial antioxidante do ESA sobre o DPPHe, foi avaliada a reagao
entre diferentes concentragdes do extrato seco e a solucdo alcoodlica de DPPHe segundo o
método descrito por MOLYNEUX (2004) adaptado para microplacas. Foram pesados 2
mg de 2,2-difenil1-picril-hidrazila (DPPH, Sigma Co., USA) e dissolvidos em 12 mL de
alcool etilico absoluto, e as solugdes teste dos derivados a 50 pg/mL. A fim de conhecer
a absorbancia dos brancos especificos, em uma placa de 96 pocos foram adicionados 30
pL das dilui¢des dos derivados e 270 pL de alcool etilico. Para o teste, foram adicionados
30pL da diluicdo do ESA e 270uL da solucdo de DPPH e a placa foi incubada ao abrigo
da luz a temperatura ambiente durante 30 minutos, decorridos os quais, foi realizada a

leitura e, mensurada a redu¢ao do radical livre DPPHe a 517 nm no Leitor de Elisa,
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modelo DTX800, marca BeckmanCoulter. Como controle negativo foi utilizado 30uL de
DMSOQO e 270uL de solugdo de DPPHe. Os resultados foram expressos em porcentagem
de captura do radical DPPHe. O calculo da porcentagem de inibigdo do DPPHe foi
realizado de acordo com a equagéo:

(Absorbancia da amostra — Absorbancia do branco)

% de Inibicio = 100 — 100
% de Inibicdo (Absorbancia do controle) *

4.4.10 ABTSe+

A atividade antioxidante do ESA sobre o ABTSe+ [acido 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico)] foi determinada utilizando-se 0 método de RE et al.
(1999), modificado. Inicialmente, uma mistura aquosa de ABTSs+ (7 mmol. L) e
persulfato de potassio (2,45 mmol.L?) foi incubada a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz por 16h. A solugdo formada de ABTSe+ foi diluida em etanol a uma absorbancia
de 0,70 (734 nm). O ensaio foi realizado com 1000uL da solugdo de ABTSe+ para 10 uL
de cada concentracdo de extrato (200 a 0,10 pg/mL). Apds 10 min, aliquotas de 200 pL
foram transferidas para microplacas de 96 orificios e incubadas por 30 min a temperatura
ambiente e a redugdo do ABTSe+ pelos extratos foi observada no comprimento de onda
750 nm em leitor de microplaca. A partir dos valores das absorbancias obtidos foi
calculada a CI50. O Trolox® foi a substancia utilizada como controle antioxidante. O
ensaio foi realizado em triplicata. O calculo da porcentagem de inibigdo do ABTSe+ foi
realizado de acordo com a equagéo:

(Absorbancia da amostra — Absorbancia do branco)

% de Inibigdo = 100 — 100
% de Inibicdo (Absorbancia do controle) x

4.4.11 Ensaio de Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado pelo método Alamar Blue®
conforme a metodologia de AHMED; GOGAL & WALSH (1994) a fim de verificar a
viabilidade celular de linhagens MRC-5 ap0s exposicao por 24, 48 e 72h de extrato seco
das vagens de L. ferrea. O alamar blue, identificado como resazurina, € um indicador

fluorescente/ colorimétrico com propriedades redox, que como ocorre com 0s sais de
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tetrazolio, reduz-se em células em proliferacdo. A forma oxidada é azul (ndo
fluorescente/célula ndo viavel) e a forma reduzida é rosea (fluorescente/célula viavel).
Em placa de 96 pocos, as celulas de MRC-5 foram plaqueadas na concentracdo de 0,5 x
10* células por pogo. Apos 24 horas de incubagdo e aderéncia das células, elas foram
tratadas com 0 ESA nas concentragdes de 100 ug/mL. Passados os tempos de tratamento,
foram adicionados 10uL da solucdo de uso de Alamar Blue (solugdo estoque 0,4% 1:20
em meio de cultura), ou seja, da resazurina na respectiva triplicata de tratamento. Ap6s o
tempo de metabolizacdo da resazurina (3h), foi realizada a leitura da fluorescéncia. A

viabilidade foi calculada conforme a formula abaixo:

Média da Absorbancia da amostra

% Viabilidade = 100

Média de Absorbancia do controle negativo
4.4.12 Atividades biologicas in vitro

Esses ensaios foram realizados apenas com fins de caracterizagao e confirmacéo

das atividades biologicas descritas para 0 ESA de L. ferrea.
4.4.12.1 Inibi¢ao de a-glucosidase

A atividade inibitéria de a-glucosidase foi baseada na metodologia de
ANDRADE-CETTO et al. (2008). O extrato seco foi diluido (Img/mL) em
dimetilsulféxido ou sulfoxido de dimetilo (DMSO), e foi realizada a reacdo em
microplaca com a solucdo de enzima preparadas do extrato cetdnico de intestino de
mamifero. Apos, seguirdo para o Leitor de Elisa para obter os valores das absorbancias
a405 nm. Com a adicéao do reagente de cor, foram realizadas leituras a cada 5 minutos,
até o tempo de 30 minutos. Os valores obtidos em leitor de microplaca foram

convertidos em percentual de inibicdo, conforme a equacdo a seguir:

abs final — abs inicial da amostra

% de inibicao = 100 — ( )x 100

abs final — abs inicial do controle

cujo, abs = absorbancia.



4.4.12.2 Inibi¢ao de a-amilase

Para o teste de a-amilase foi utilizada a metodologia de SUBRAMANIAM et
al. (2008), com adaptacdes. O ESA foi diluido (Img/mL) em dimetilsulfoxido ou
sulfoxido de dimetilo (DMSO), e a reacdo das substancias diluida com a enzima foi
realizada em microplaca. Foi adicionado 30pL do inibidor na concentragcdo de
1mg/mL, ap6s incubacdo durante 5 min a 37°C, foi adicionado 170uL do substrato
(Amilase CNPG Liquiform®). A primeira leitura foi realizada em absorbancia (abs)
de 405nm. Em seguida, a microplaca foi homogeneizada e incubada a 37°C de 20-40
minutos, até que a absorbancia do controle alcance 0,8 a 1,00 +0,1. Apo6s a incubacéo,
a segunda leitura foi realizada em leitor de ELISA em absorbancia de 405 nm. Os
resultados foram expressos em % de inibig&o e a Clso calculada por meio da seguinte

equacéo:

% de inibicio = 100 (abs final — abs inicial da amostra) 00
0 Ge tnibieao = abs final — abs inicial do controle x

4.4.12.3 Inibicédo de lipase

O ensaio foi realizado segundo a metodologia de SLANC et al. (2009),
adaptado. A substancia isolada foi diluida em dimetilsulfoxido ou sulféxido de
dimetilo (DMSO), partindo de 1 mg/mL e seguindo-se em diluicdes seriadas. Foi
adicionado 30 pL do inibidor na concentragdo de 1mg/mL. Posteriormente, foi
adicionado 250 pL da solucdo da enzima de lipase pancreética de suino, e foi incubado
por 5min a 37 °C. Apo6s a adicdo do reativo de cor p-nitrophenyl palmitate substrate
(PNP) e incubacdo foi realizada a primeira leitura dos testes em leitor de ELISA
(Enzyme Linked Immunono Sorbent Assay) em absorbancia (abs) de 405nm. A
microplaca foi incubada (20min — 40min, 37°C, 120 rpm) acompanhando-se com
leituras sucessivas até que a absorbancia do controle alcance a faixa de 0,8-1,00+£0,1.
A segunda leitura foi realizada apés a incubacdo. A atividade foi expressa em

concentragdo necessaria para inibir 50% (1C50).

abs final — abs inicial da amostra

% de inibicao = 100 — ( )x 100

abs final — abs inicial do controle

42
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4.4.12.4 Atividade antimicrobiana

Estes ensaios foram realizados no Laboratério de Bacteriologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e no Laboratério

de Micologia Médica do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA).

4.4.12.4.1 Teste difusdo em agar

A atividade antimicrobiana foi avaliada frente as cepas de (CBAM 0324), obtida
da colecdo de bactéridas da Amazonia (CBAM), do laboratério de Biodiversidade da
Fundacdo Oswaldo Cruz — Instituto Lebnidas e Maria Daéne e S. aureus ATCC 29213 e
S. aureus resistente a meticilina ATCC 43300 (MRSA) da colecdo do Laboratoério de
Micologia Médica do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).

O ensaio da técnica de difusdo em agar foi realizado de acordo com a norma M7-
A6 (CLSI, 2003), com modificagbes. As colonias foram ressuspendidas em solucdo
fisioldgica (0,9%) até atingir uma turbidez equivalente 0,5 na escala de McFarland, em
que cerca de 50 uL de amostra foi pipetado em pocos através da técnica de difusdo em
agar proposto por SAMPAIO et al. (2009), testando diferentes concentracdes do extrato.
No ensaio foram utilizados como controle os antibidticos vancomicina e oxacilina. Os
resultados foram expressos através do halo de inibicdo. A analise estatistica, ANOVA
seguida do Teste de Tukey foi realizada utilizando o software Statistica (Statsoft®).

4.4.12.4.2 Determinac¢do da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada através da técnica de microdilui¢do segundo
a metodologia de diluicdo em caldo pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2013). As coldnias foram ressuspendidas em solucéo fisioldgica (0,9%) até atingir
uma turbidez equivalente 0,5 na escala de McFarland. As placas de 96 pocos estéreis
foram preparadas com 150 pL de caldo BHI e 150 pL do produto a ser testado seguido
de diluicGes seriadas, cada inoculo de bactéria foi transferido para pogos e levados a estufa
a 35°C por 24 horas. A CIM foi a menor concentragdo da solucdo onde ndo houve

crescimento bacteriano visivel.
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4.5 Desenvolvimento de formulagdes semissolidas pomadas

As formulacdes foram estabelecidas de acordo com um estudo piloto. Foram
elaborados diferentes tipos de base de pomadas com fundamento na Farmacopeia
Americana (USP, 2006) e Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010), a fim de verificar a
base mais apropriada para a incorporacao de diferentes concentragdes (2,5%, 5% e 7,5%)
do ESA de Libidibia ferrea. Foram testados diferentes tipos de incorporacdes, como a
dissolucdo do ingrediente solido (extrato seco de L. ferrea) em um solvente (aquoso) para
subsequente incorporacdo da solucdo a base para pomada e pelo método de levigacdo
utilizando diferentes tipos de agentes (propilenoglicol, glicerina).

Antes da preparacdo do produto, todos os cuidados relacionados as boas praticas
de manipulacdo foram providenciados, para evitar possiveis contaminacbes da
formulacdo. As matérias-primas que foram utilizadas na manipulagdo das bases de
pomadas estdo dispostas na tabela 3.

Tabela 3 — Matérias-primas utilizadas para obtencdo das bases-pilotos.

Matéria-prima

Funcao

Vaselina sélida

Agente de consisténcia

Oleo mineral

Emoliente

Alcool cetoestearilico

Agente emulsificante, tensoativo

Lanolina

Agente emulsificante

Cera branca

Agente de consisténcia

Cera de abelha

Agente de consisténcia

BHT

Antioxidante

Propilenoglicol

Agente de levigacdo

Umectante
Lauril sulfato de sddio Tensoativo
Parabenos Conservante
Agua Veiculo




45

451 Estudos de estabilidade

A fim de selecionar a base apropriada, foram realizados estudos para verificar a
influéncia do ESA na consisténcia e estabilidade da pomada. Os testes foram realizados
conforme o Guia de Estabilidade para Produtos Cosméticos (BRASIL, 2004) e Guia de
Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos, seguindo normas preconizadas pela

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria.
4.5.2 Estudo de pré-estabilidade

Todas as formulacdes desenvolvidas foram submetidas ao teste de centrifugacéo,
as quais foram pesados 5g da pomada de L. ferrea, acondicionadas em tubos de ensaio de
vidro e levados a centrifuga (modelo 80-2B, CENTRIBIO®, Brasil) a 3000 rpm durante
30 minutos, a temperatura ambiente, para observacdo de uma possivel separacdo das
fases. As amostras que se mantiverem estaveis seguirdo para 0s proximos testes de
estabilidade (BRASIL, 2004).

4.5.3 Estabilidade preliminar

4.5.3.1 Estresse térmico

Para este teste foram pesados 5 gramas de cada amostra em tubos de ensaio de
vidro e submetidas ao aquecimento em banho-maria (modelo Q334M, QUIMIS®), na
faixa de temperatura de 40° C a 80° C, com aumento da temperatura de 5 em 5°C, e
mantidos nestas temperaturas por 30 minutos (MARUNO, 2009). As amostras foram

avaliadas macroscopicamente a cada aumento de temperatura e ao término, a 80° C.
4.5.3.2 Ciclo gelo-degelo

No ciclo gelo-degelo, as amostras em tubos de metal foram armazenadas em
temperaturas alternadas, de 40°C + 2°C durante 24 horas e 8°C+ 2°C, também por 24
horas durante o periodo de 4 semanas. Foram realizados testes fisico-quimicos
(espalhabilidade, densidade e pH) nos tempos (T), em dia, 0, 1, 7, 14, 21 e 28, totalizando
4 semanas (BRASIL, 2004).
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454 Teste de estabilidade acelerada

As formulacbes que se mantiveram estaveis durante os testes de estabilidade
preliminar, foram divididas em trés partes. A primeira foi acondicionada em temperatura
ambiente (25°C + 2°C), e foi o controle do teste; a segunda, em estufa (40°C + 2°C) e a
terceira, em geladeira (8°C + 2°C) (BRASIL, 2004). Este estudo tera duracao de 90 dias,
onde foram realizados testes organolépticos (aspecto, odor e cor) e fisico-quimicos
(espalhabilidade, viscosidade e pH) nos tempos (T), em dia, 0, 1, 7, 15, 30, 60 e 90.

455 Testes organolépticos

Foram observados visualmente o estado em que se encontrard a amostra em estudo
por meio de analises comparativas com uma amostra considerada padrdo, ainda a ser
definida, com o objetivo de verificar alteracbes como: separacdo de fases, aspecto,

aparéncia, consisténcia, cor e odor (BRASIL, 2008).

45.6 Testes fisico-quimicos

4.5.6.1 Determinacao do pH aparente

O pH foi aferido através de um pHmetro digital (modelo 2a58629 HANNA®,
Alphaville, SP, Brasil) calibrado com soluc¢des tampao pH 4,0 e 7,0 (PréQuimios, Brasil).
Por tratar-se de formulacao semissélida, as amostras foram diluidas em &gua destilada na
proporcéao de 1:10, em seguida homogeneizadas por meio do vortex, transferidas para o
tubo de ensaio e levados para a analise no pHmetro. Este procedimento foi realizado
semanalmente durante 30 dias e o resultado foi expresso através da média de trés
determinacg6es sucessivas (BRASIL, 2008; LEONARDI et al., 2002).

4.5.6.2 Determinacado da densidade

Para a realizagdo do teste foi utilizado um picnémetro metalico limpo, seco e
previamente calibrado. A calibragéo foi realizada a partir da determinagdo da massa do
picndmetro vazio e da massa com seu conteudo com &gua, recentemente destilada e
fervida a 20°C. Em seguida as amostras foram transferidas para o picnémetro, feito o

ajuste da temperatura 20°C e quando necessario remover o excesso do produto antes de
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ser pesado. O peso das amostras foi determinado através da diferenca de massa do
picndémetro cheio e vazio (BRASIL, 2010).

4.5.6.3 Teste de Espalhabilidade

Para a determinacdo da espalhabilidade, foi empregado método das placas
paralelas, proposta por KNORST (1991). No equipamento utilizado, uma placa molde
circular de vidro foi colocada sobre uma placa-suporte de vidro posicionada sobre uma
escala milimetrada e uma fonte luminosa. A amostra foi introduzida no orificio da placa
molde e a superficie nivelada com uma espatula. A placa molde foi cuidadosamente
retirada e sobre a amostra foi colocada uma placa de vidro de peso conhecido. Apds um
minuto, foi realizada a leitura dos didmetros abrangidos pela amostra, em duas posi¢oes
opostas, com auxilio da escala do papel milimetrado. Posteriormente, foi calculado o
didmetro médio. O procedimento foi repetido acrescentando-se sucessivamente outras
placas, em intervalos de um minuto, registrando-se a cada determinacdo a superficie
abrangida e o peso da placa aplicado. A espalhabilidade méaxima foi considerada como o
ponto no qual a adi¢cdo do peso ndo ocasionou alteracdes significativas nos valores da
espalhabilidade. Os resultados foram expressos de acordo com a equacdo abaixo, pela

média de trés determinacdes.

Ei=d? x =
4

Cujo, Ei = espalhabilidade da amostra para um determinado peso (mm?); d = didmetro médio
(mm).

4.5.7 Comportamento reoldgico
4.5.7.1 Viscosidade

A determinacdo da viscosidade aparente e do comportamento reologico foi
realizado utilizando um reémetro Brookfield® R/S-SST Plus™ acoplado a um banho-
maria. O comportamento reoldgico das formulag¢6es contendo extrato seco de L. ferrea e
das formulag6es brancas (sem conter o ativo) foram analisados em triplicata. O tempo de
corrida, para cada ensaio, foi programado para dois minutos para a corrida ascendente e

dois minutos para a corrida descendente, obtendo-se 20 pontos de taxa de deformacéo
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versus taxa de cisalhamento constante, sendo o ensaio realizada a temperatura de 24 + 2
°C. Utilizou-se o spindle do tipo placa-placa P25/30. Os dados fornecidos pelo
equipamento foram referentes a tensdo de cisalhamento e taxa de deformacao através do
software Rheo 3000.

45.8 Atividade antimicrobiana

Estes ensaios foram realizados no Laboratorio de Micologia Médica do Instituto

Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).
4.5.8.1 Teste difusdo em agar

A atividade antimicrobiana foi avaliada frente as cepas de (CBAM 0324), obtida da
colecdo de bactéridas da Amazoénia (CBAM), do laboratério de Biodiversidade da
Fundacdo Oswaldo Cruz — Instituto Lebnidas e Maria Daéne e S. aureus ATCC 29213 e
S. aureus resistente a meticilina ATCC 43300 (MRSA) da cole¢do do Laboratério de
Micologia Médica do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).

O ensaio da técnica de difusdo em agar foi realizado de acordo com a norma M7-
A6 (CLSI, 2003), com modificagfes. As coldnias foram ressuspendidas em caldo salina
estéril (0,9%) ou Mueller-Hinton (MH) até atingir uma turbidez equivalente 0,5 na escala
de McFarland. Apoés ajuste, foi realizada a diluicdo do in6culo bacteriano em meio
Mieller-Hinton (1:100) a fim de se obter a concentragdo bacteriana de 1,5x10% UFC.mL-
1. Cerca de 100 uL de amostra foi pipetado em pocos através da técnica de difusdao em
agar. No ensaio foram utilizados como controle os antibiéticos vancomicina e oxacilina.
Apbs a absorc¢do do liquido pelo meio de cultura, as placas foram invertidas e incubadas
a 37°C durante 18 horas. Apds, foi verificado a possivel formacao de halo de inibicéo de
crescimento. Os resultados foram expressos como a menor concentragio necessaria para
a formacé&o do halo de inibicdo. A analise estatistica, ANOVA seguida do Teste de Tukey

foi realizada utilizando o software Statistica (Statsoft®).
4.5.8.2 Determinacéo da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada através da técnica de microdiluigdo segundo

a metodologia de diluicdo em caldo pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
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(CLSI, 2013). As coldnias foram ressuspendidas em solucdo salina estéril (0,9%) até
atingir uma turbidez equivalente 0,5 na escala de McFarland.

Para o preparo dos pocos a fim de avaliar a atividade antimicrobiana das
formulacGes. A solugdo do extrato preparada em concentragdo dobrada (3200 pg/ mL)
caindo no primeiro pogo para 800 ug/mL, em relacdo a concentragdo inicial definida em
volumes de 100 pL foi diluida seriadamente 1:2 em caldo Mueller-Hinton (MH) e depois
colocados 10 pL da suspensdo de bactérias, sendo que, desta forma, as diluigcdes finais
dos extratos variaram entre 800 e 0,196 ug.mL™ e a concentragdo final de bactéria ficou
em 7,5 x 10° UFC.mL™. Para o controle negativo foi utilizado somente o caldo MH e para
o controle positivo caldo MH e 10 pL da suspensdo de bactérias. As placas foram

incubadas a 37 °C, por 24 horas.

Para o preparo dos antibidticos, as concentracfes de oxacilina e vancomicina
testadas foram 0,19 a 50 pg/mL, com um in6culo na concentragio de 5x10° UFC/mL.
Utilizou-se como controle de qualidade cepas American Type Culture Colection (ATCC),
a oxacilina é o agente de preferéncia para testes de resisténcia a meticilina/oxacilina,
como controle resistente a oxacilina foi utilizada a cepa S. aureus ATCC 43300. Segundo
as normas do CLSI, cepas com MIC para oxacilina nas concentragdes de < 2 pg/mL s0
consideradas sensiveis a toda classe de farmacos beta-lactdmicos enquanto em MIC >4

ug/mL, as cepas sdao consideradas resistentes a classe.
4.5.9 Sequestro de radicais DPPHe

Para avaliar o potencial antioxidante do ESA sobre o DPPHe, foi avaliada a reagdo
entre diferentes concentragdes do extrato seco e a solugdo alcodlica de DPPHe segundo o
método descrito por MOLYNEUX (2004) adaptado para microplacas. Foram pesados 2
mg de 2,2-difenil1-picril-hidrazila (DPPH, Sigma Co., USA) e dissolvidos em 12 mL de
alcool etilico absoluto, e as solucdes teste dos derivados a 50 pg/mL. A fim de conhecer
a absorbancia dos brancos especificos, em uma placa de 96 pocos foram adicionados 30
pL das diluices dos derivados e 270 pL de &lcool etilico. Para o teste, foram adicionados
30pL da diluicdo do ESA e 270uL da solugdo de DPPH e a placa foi incubada ao abrigo
da luz a temperatura ambiente durante 30 minutos, decorridos os quais, foi realizada a

leitura e, mensurada a reducdo do radical livie DPPHe a 517 nm no Leitor de Elisa,
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modelo DTX800, marca BeckmanCoulter. Como controle negativo foi utilizado 30uL de
DMSO e 270uL de solugdo de DPPHe. Os resultados foram expressos em porcentagem
de captura do radical DPPHe. O calculo da porcentagem de inibicdo do DPPHe foi
realizado de acordo com a equagéo:

(Absorbancia da amostra — Absorbancia do branco)

% de Inibicio = 100 — 100
% de Inibicdo (Absorbancia do controle) *

4.5.10 Avaliacdo do teor de principios ativos nas pomadas

A fim de determinar a quantidade de polifenois totais (PT) foi realizado pelo
método de BONOLLI et al. (2004) conforme o item 4.3.5 com as adaptacfes necessarias

levando em consideracéo se tratar de uma formulacéo semissolida.
4.5.11 Espectroscopia da Regido do Infravermelho

Este ensaio foi realizado em parceria com o Laboratério P&D Farmacéutico e
Cosmético da Universidade Federal do Pard (UFPA). Na andlise por espectroscopia da
regido do infravermelho do ESA, os espectros foram obtidos por meio do equipamento
de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) (Shimadzu IRPrestige-21). As
leituras foram realizadas na faixa de absor¢do em comprimento de onda de 400 a 4000
cmt. Cerca de 1 mg das amostras foram comprimidas com 99 mg de KBr (SAMPAIO et
al., 2015).

45.12 Citotoxicidade

As amostras foram solubilizadas na proporcdo 1:1 em DMSO e tampéo fosfato
para preparo da solugédo estoque e separadas em concentracdes teste de 1,5625, 3,125,
6,25, 12,5 ,25, 50 e 100 pg/mL, tendo a doxorrubicina como controle positivo e DMSO

como controle negativo. Esse ensaio foi realizado conforme item 4.4.10.
4.6 Analise dos dados

Os dados obtidos nos experimentos foram interpretados com auxilio de
ferramentas estatisticas aplicaveis em cada caso, tais como ANOVA e teste de Tukey,

com auxilio de software Microsoft Excel® e Statistica®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizagdo da matéria-prima vegetal (MPV) vagens de Libidibia ferrea
5.1.1 Tratamento, perda por dessecacdo e granulometria da MPV vagens
de Libidibia ferrea

As propriedades do material vegetal séo determinantes para que a produgédo de
derivados seja bem-sucedida, devendo-se atentar para diversos aspectos, incluindo o
manuseio e armazenamento da matéria-prima, aspectos fisico-quimicos, tais como teor
de umidade, teor de extrativos, teor de principios ativos ou de marcador quimico, quando
definido. Estes ensaios além de garantirem a qualidade, sdo importantes na elaboracdo e
padronizacdo de produtos intermediarios como extratos e dos produtos acabados
(BRASIL, 2018; GIL, E.S, 2010; SIMOES, 2003). Para avaliar a MPV (vagens de L.
ferrea) utilizada no desenvolvimento deste trabalho, a caracterizagdo foi realizada e os
resultados estdo descritos a seguir.

Tabela 3 — Caracterizagdo da matéria-prima vegetal (MPV) vagens de L. ferrea.

Andlise Resultados Literatura
X x5 (CV%)

Perda por dessecagdo (%) 10,64 + 0,375 (3,53) 10,6% (MARINHO, 2014);
<14% (BRASIL, 2019).

P& moderadamente grosso  Classificado de acordo com a
Granulometria Farmacopeia Brasileira (2019).

655 pm 200 pm < x < 800 pm (VOIGT &
BORNSCHEIN, 1982).

Apds o devido tratamento de limpeza e separacdo de qualquer material estranho
gue néo fazem parte da droga vegetal, foi realizada o processo de secagem do material
em estufa de ar circulante a 45°C até estabilizacdo da umidade residual, etapa que pode
ser critica para a sua estabilidade e uniformidade, pois uma umidade elevada pode
favorecer o crescimento microbiano, degradacdo de principios ativos e decomposi¢édo do
material vegetal. Na andlise do teor de umidade foi obtido o valor de 10,64% + 0,38 (<
14%) que se encontrou de acordo com a faixa de 8 a 14% estabelecida para drogas
vegetais (BRASIL, 2019), fator determinante para sua conservacao adequada.
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Em seguida, foi realizada a moagem em moinho de facas, com o objetivo de
reduzir mecanicamente o material vegetal em fragmentos e, assim, prepara-lo para o
estagio de extracdo, o qual o grau de particionamento tem um efeito direto (SIMOES et
al., 2010). Entdo, as vagens trituradas de L. ferrea foram submetidas a tamisacdo em
agitador mecanico para a determinacdo da distribuicdo granulométrica, os resultados
observados através do histograma (Figura 1) demonstraram que as particulas do material
estdo distribuidas predominantemente no tamis com abertura de malha de 250 pm,
representando 25,93% de todo material. De acordo a Farmacopeia Brasileira, as vagens
pulverizadas de L. ferrea foram classificadas como p6 moderadamente grosso (BRASIL,
2010).

Faixas granulométricas (um)

25,93
18,98

11,14 11,72

Frequéncia relativa (%)

Faixas (um)

Figura 1 — Histograma de distribui¢do da MPV.

Tamanho médio de particulas
—&—Fragdo de Retengao 100

80
0,655 60
40

20

Frequéncia relativa (%)

<250 0,3025 0,39 0,4625 0,55 0,655 0,78 0,925 >1000
Diametro da particula (um)

Figura 2 — Curva de retengéo e passagem da MPV.

O tamanho médio de particula é importante para garantir a reprodutibilidade do

processo extrativo, uma vez que a superficie de contato entre o liquido extrator e a droga
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vegetal influencia na extracdo (LIST e SCHMIDT, 1989). Ao plotar as curvas de retencéo
e passagem das vagens de L. ferrea (Figura 2), obteve-se o tamanho médio de particulas
de 655 um. De acordo com VOIGT & BORNSCHEIN (1982), quando a droga rasurada
tem didmetro médio de particula muito pequeno (menor que 200 pum), a filtracdo e
consequentemente, o contetdo das substancias ativas pode ser comprometido. Da mesma
forma, um didmetro médio de particula muito grande (acima de 800 um) pode dificultar
a extracdo, impedindo que o liquido extrator penetre em todas as células do material, o

que pode comprometer a qualidade dos extratos obtidos.

5.1.2  Teor de cinzas totais, Indice de Intumescéncia e Teor de extrativos da
MPV vagens de Libidibia ferrea.

Tabela 4 — Teor de cinzas totais e teor de extrativos da matéria-prima vegetal (MPV).

Analise Resultados Literatura
Xts
Teor de cinzas totais (%) 2,39 £ 0,003 No méximo 4% (BRASIL, 2010a)
indice de Intumescéncia 1,6 £ 0,058 -
Teor de extrativos (g%) 51,09 £ 0,559 -

A MPV esta dentro do limite especificado de 4% para o teor de cinzas totais pelo
compéndio oficial da monografia de Jucd (frutos). Este teste tem como objetivo
determinar a porcentagem de substancias inorgéanicas, oriundos de impurezas que incluem
as cinzas fisioldgicas, derivadas de tecido vegetal, e as ndo-fisioldgicas, como materiais
estranhos, tais como resquicios de pedra, areia ou terra aderidos a superficie da droga. O
teor de cinzas totais na MPV L. ferrea apresentou o percentual de 2,39% + 0,003 (< 4%).

A MPV L. ferrea também foi caracterizada quanto ao indice de Intumescéncia da
Droga vegetal, que esta geralmente relacionado a presenca de gomas, mucilagens, pectina
ou hemicelulose. Este parametro relaciona a medida do aumento do volume em mL
ocupado pelo material vegetal em agua, obtendo-se o valor de 1,6 + 0,058, ou seja, é
ocupado um volume de 1,6 mL a cada 1 g de material vegetal, indicando baixa presenca
quando comparada a espécie rica de mucilagem como a Malva sylvestris L, recomendada
com indice de no minimo 15 (BRASIL, 2019; GIL, 2010).
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O teor de extrativos (TE) é um teste utilizado para verificar a capacidade da agua
em extrair as substancias hidrossoliveis como aminoécidos, aglcares, mucilagens e
flavonoides presentes no material vegetal. Apesar de que ndo ha um parametro definido
para esta espécie, o resultado obtido de 51,09% indica que a agua € um eficiente solvente
para extracdo destas substancias. Ao comparar com outra espécie, como por exemplo, a
planta Endopleura uchi nos estudos de LIMA (2009), esta atingiu valores de TE
considerados baixos de 6,54% e 8,70%, sugerindo a necessidade de selecdo de um
solvente mais adequado a extracdo de substancias, como o etanol, utilizado em seu estudo.

Vale ressaltar que o método de extracdo para L. ferrea utilizando dgua como
liquido extrator possibilita que os taninos, substancias fendlicas majoritérias e de grande
importancia na atividade bioldgica desta espécie, sejam devidamente extraidos, uma vez
que apresentam solubilidade em &gua e em solventes organicos polares (MONTEIRO, J.
M.; ALBUQUERQUE, U. P. & ARAUJO, E, 2005).

5.1.3 Caracterizacdo quimica da MPV vagens de Libidibia ferrea.

Uma etapa essencial para a seguranca e eficacia de sua utilizacdo na elaboracdo
de produtos farmacéuticos fitoterapicos é a analise do teor dos principais componentes
biologicamente ativos em matérias-primas de origem vegetal. A caracteriza¢do quimica
da MPV L. ferrea foi realizada quanto ao teor de polifendis totais, teor de taninos totais e
quantificacdo do marcador quimico &cido galico. A monografia oficial da droga vegetal,
que consiste em frutos secos de Libidibia ferrea, preconiza o contetdo de no minimo
9,0% de taninos totais, e, no minimo, 1,0% de acido galico (BRASIL, 2019). Os

resultados obtidos estdo descritos a seguir.

Tabela 5 — Caracterizagdo quimica da matéria-prima vegetal (MPV).

Anélise Resultados Literatura
X*s
Polifendis totais (PT) (%) 5,67% + 0,59 5,10% + 0,06 (MARINHO, 2016)
7,3% (SAMPAIO et al., 2009)
Taninos Totais (TT) (%) 11,70% + 0,88 Minimo de 9,0% (BRASIL, 2019)
Teor de Acido Galico (%) 6,40% + 0,08 Minimo de 1,0% (BRASIL, 2019)

(p/p)
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Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios mais abundantes nas plantas,
caracterizados com uma estrutura quimica comum que compreende um anel aromatico
com um ou mais substituintes hidroxila e exercem um amplo espectro de bioatividades,
como efeitos antioxidantes, antimicrobianos, anti-inflamatorios, anticancerigenos, entre
outros (XU, C.C. et al, 2017). Com base nesse aspecto, foi realizado a analise do teor de
PT da MPV de L. ferrea pelo método farmacopeico obtendo-se o percentual de 5,67%
polifenois totais expressos em pirogalol, valor semelhante foi encontrado MARINHO
(2016) que obteve o valor de 5,10% para a mesma espécie e metodologia aplicada. No
estudo de SAMPAIO et al. (2009), utilizando extrato hidrometandlico bruto de L. ferrea,
foi obtido valor ligeiramente superior de 7,3%.

Em relacdo ao teste de taninos totais, 0 agente precipitante pd-de-pele (100 mg)
utilizado na fase de preparacdo da solugdo de polifendis ndo-adsorvidos, designado pela
Farmacopeia Brasileira (2019), foi substituido pela caseina, devido ao seu menor custo e
por apresentar maior interacdo com taninos se utilizado em uma concentracdo maior de
200 mg, como demonstrados nos estudos de GALVAO (2018). A caseina com a funcéo
de precipitar os taninos contidos na amostra de L. ferrea possibilitou a quantificacao por
diferenca de absorbancia dos polifendis totais, demonstrando um resultado satisfatorio
(Tabela 5). E de importancia ressaltar que os taninos possuem esta habilidade de
precipitar proteinas e outras macromoléculas, e, esta capacidade esta relacionada com
seus efeitos bioldgicos antimicrobiano e cicatrizante, por formar um complexo tanino-
proteina sobre tecidos epiteliais lesionados (MONTEIRO, J. M.; ALBUQUERQUE, U.
P. & ARAUJO, E, 2005).

Em sintese, a partir de diferentes tomadas de amostras, foi realizado o doseamento
de Taninos Totais por espectrometria UV/Vis, obtendo-se valores na faixa de 10,55 a
12,09% (Tabela 4), concluindo que ha 11,70% de taninos totais expressos em pirogalol
encontrado na amostra de vagens de L. ferrea, acima do minimo de 9,0% estabelecido
pela Farmacopeia Brasileira (2019). Valores semelhantes foram encontrados no estudo
de GALVAO (2018), que obteve a quantificacdo de taninos entre as vagens (13,55 *
0,047 até 14,59 £ 0,148 g%) e cascas de caule (de 12,07 £ 0,199 até 12,67 £ 0,070 g%)

de L. ferrea.
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Tabela 6 — Teor de Taninos da matéria-prima vegetal (MPV).

Identificacéo Absorbancia Teor de
Xts Taninos
Totais (g%)
Polifendis totais (g%) 0,591%0,005  0,607+0,005 0,723+0,007 0,711+0,005
Polifendis nao 0,1126+0,005 0,098+0,002 0,145+0,002 0,175+0,001 11,70%0,88
adsorvidos (g%) (7,53)
TT (%) 10,55 1154 12.62 12,09

O perfil cromatografico em 275 nm da MPV vagens de L. ferrea pode ser
visualizado na figura 3. O pico de &cido galico apresentou o tempo de retencdo (Tr) em
torno de 6,21 min, semelhante ao Tr do padréo de 6,31 min (figura 4). A partir da equagéao
farmacopeica foi possivel determinar o teor de 6,40% de &cido galico para a amostra,
estando dentro da especificacdo na monografia de L. ferrea a ser cumprida, cujo valor
minimo deve ser de 1% (BRASIL, 2019).

6.218/296341
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Figura 3 — Perfil cromatografico da MPV vagens de L. ferrea.
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Figura 4 — Cromatografia da substancia de referéncia acido galico (Tr = 6,31 min).
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5.2 Caracterizacdo quimica, fisica e fisico-quimica da solucéo extrativa (SE)
das vagens de Libidibia ferrea

5.2.1 Densidade relativa, pH e residuo seco da solucéo extrativa de

L. ferrea

A SE das vagens de L. ferrea foi caracterizada e os resultados obtidos para densidade

aparente, pH e residuo seco estdo descritos na tabela 7.

Tabela 7 — Densidade relativa, pH e residuo seco da SE de vagens de L. ferrea.

Analise Resultados Literatura
X+*s
Densidade relativa 1,0138 + 0,0003 1,01 (BARAKAT, 2011)
1,01 (MARINHO, 2016)
pH 3,7156 + 0,0299 3,35 a 3,42 (BARAKAT, 2011)
3,5 (MARINHO, 2016)
Residuo seco (g%) 2,8308 + 0,0293 2,322 2,77 g% (BARAKAT, 2011)

2,1 g% (MARINHO, 2016)

A SE de L. ferrea apresentou pH acido de 3,72, semelhante ao obtido por
MARINHO (2016) = 3,5 e BARAKAT (2011) = 3,35 a 3,42. Este resultado indica um
produto estavel, ja& que os constituintes fendlicos, substancias majoritarias, possuem
estabilidade em pH acido (SIMOES et al., 2007). A densidade relativa foi de 1,01, fato
esperado, visto que o solvente de extracdo utilizado foi 4gua destilada, de natureza acida
e a densidade igual a 1.

A partir do valor de residuo seco € possivel inferir no rendimento da operacao de
secagem, calculado em relacdo a massa tedrica de sélidos totais presentes. O resultado do
residuo seco obtido 2,839%, significando que 100g da solucdo extrativa origina uma
solugéo com 2,83g de substéancias sdlidos soltveis. Valor semelhante foi encontrado para
SE de vagens de juca no estudo de BARAKAT (2016), no qual obteve teor de sélidos
sollveis igual a 2,329% a 2,779% e apresentou um rendimento satisfatorio de 76,36% na

operacdo de secagem sem adjuvante.
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5.2.2 Caracterizacdo quimica da solucgdo extrativa de L. ferrea.

Tabela 8 - Caracterizagdo quimica da SE vagens de L. ferrea.

Analise Resultados
Xts
Teor de Polifendis Totais 17,03% + 0,’11
(PT) 151,16 = 3,19 ug Eq Ac galico/mL

Teor de Acido Galico 0,1378 g% + 0,0191
1,3776 mg/g £ 0,1907

Teor de Acido Elagico 1,1939 g% + 0,0999
11,9394 mg/g + 0,9988

O teor de PT da SE de L. ferrea encontrado foi de 17,03% e 151,16 pg
equivalentes de acido galico por mL de solucdo extrativa. Valor considerado semelhante
foi encontrado nos resultados de FERREIRA et al. (2019), na faixa de 10,75 a 37,85 %,
que utilizou extrato aquoso vagens de juca coletadas em diferentes regides do Brasil. Essa
variancia de PT encontrada pode ser justificada por diferencas nas técnicas de anélise
empregadas, assim como as diferentes proporcdes de substancias quimicas que dependem
da origem de cada material vegetal, segundo influéncias edafoclimaticas, tais como
habitat, pluviosidade, luminosidade, solo, entre outros (GOBBO-NETO & LOPES, 2007;
KLEIN, 2010).

A quantificacdo dos marcadores quimicos em HPLC, como pode ser observado
no perfil cromatografico em 275 nm (Figura 5), foi identificada a presenca do acido galico
(Tr = 6,3 min) e &cido elagico (Tr = 26,6 min) na solugéo extrativa. Obtendo-se o teor de

1,3776 mg/g para acido galico e maior teor para o acido elagico, com 11,9394 mg/g.
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Figura 5 — Perfil cromatografico da SE de L. ferrea.
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Valor consideravelmente maior ao encontrado na quantificacdo de acido galico
nos estudos de DE ARAUJO, SOARES & FERREIRA et al (2014), utilizando as cascas
de L. ferrea coletadas no estado de Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte. Foram
testados 0 método de turbo-extracdo por acetona:agua (7:3, v/v) e dgua a 10% (p/v) por
um periodo de 20 minutos, obtendo-se respectivamente os valores de 0,013 £1,31 e 0,010

40,49 expressos em pg/g de acido gélico para os extratos.

5.2.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho da solucéo extrativa de L. ferrea

O espectro de absorcao obtido para SE de vagens de L. ferrea esta apresentada na

figura 6, e as interpretacdes referentes as bandas de absor¢do estdo na Tabela 9.
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Figura 6 — Espectro na regido do infravermelho correspondente a solucdo extrativa de vagens de
L. ferrea.

A andlise de FTIR revelou um forte sinal na regido de 3333 cm™, devido a um
estiramento de ligagOes hidroxilas (O-H), caracteristico de &lcoois, compostos fenolicos,
ou por ligacdes de hidrogénio da agua, solvente extrator utilizado na preparacéo da SE.
A banda vibracional observada em 1631 cm, sugere a presenca de ligagdes duplas, pelas

vibracGes de alongamentos dos grupos C=O. Este fato pode estar relacionado a
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deformac6es de anéis aromaticos, ou aos flavondides (GIL, E. S., 2010; OLIVEIRA et al,
2016). Essas bandas também foram identificadas por GRISI et al (2020) ao analisar o
extrato das vagens de juca, estando alinhado ao fato de que apresentam um alto teor de

compostos fendlicos.

Tabela 9 — Bandas de absorcao na regido do Infravermelho da SE vagens de L. ferrea.

Bandas de absorcdo (cm™) Vibrac@es caracteristicas
3333 C-H
1631 c=C

5.3 Caracterizagdo quimica, fisica e fisico-quimica do extrato seco (ESA) das

vagens de Libidibia ferrea.

5.3.1 Caracteristicas macroscopicas, rendimento operacional, umidade

residual e atividade de agua (Aw) do ESA das vagens de Libidibia ferrea.

O ESA padronizado foi caracterizado e os resultados estéo descritos a seguir. Em
relacdo as caracteristicas macroscépicas (Figura 7), o extrato seco por aspersao se
apresentou de cor marrom claro e odor caracteristico da espécie, sendo um po fino com
aglomeraces. De acordo com BHANDARI, DATTA & HOWES (2013), a recirculagédo
de particulas finas recuperadas do separador de ciclone para a zona de atomizacdo no
equipamento de Spray dryer pode causar esse fenémeno de aglomeracéo.

Figura 7 - ESA de vagens de L. ferrea (Fonte: O autor).
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Tabela 10 — Rendimento operacional, Umidade residual e Atividade de agua (Aw) do ESA de

vagens de L. ferrea.

Analise Resultados Literatura
X+ts
Rendimento (%) 76,26 + 8,36 82,91% (COSTA, 2012)
76,1% (MARINHO, 2016)
Umidade residual (%) 6,80 £ 0,79 < 8% (PRISTA, 2003)

6,7% (COSTA, 2012)
7,6% (MARINHO, 2016)
Atividade de agua (Aw) 0,19 + 0,02 < 0,75 (BRASIL, 2019)

O rendimento de secagem obtido foi de 76,26%. Segundo BHANDARI, DATTA
& HOWES (2013) apud VIDOVIC et al. (2014), a recuperacdo de 50% ou mais no
processo de secagem por Spray dryer é considerado eficiente em escala laboratorial. No
entanto, considerando o valor tedrico esperado de 100%, pode-se avaliar diversas
variaveis interferentes que ocasionam em perdas do rendimento operacional. Um fator
relevante é a perda do produto durante o processo por “sticking”, ou seja, aderéncia de
particulas nas paredes da cdmara de secagem e ainda, mais especificamente, devido as
caracteristicas do extrato de jucd, uma matriz biolégica complexa que apresenta
substancias dentre as quais sdo glicosiladas, e que consequentemente podem aumentar a
adesdo do extrato ao equipamento, além de influenciar na higroscopia do produto seco
(BHANDARI, DATTA & HOWES, 2013; OLIVEIRA & PETROVICK, 2010).

Quanto ao teor de umidade, 0 ESA de juca apresentou valor de umidade residual
de 6,8%, semelhante ao de COSTA (2012) = 6,7% e MARINHO (2016) = 7,6% que
utilizaram cascas e vagens de jucd, respectivamente. De acordo com a Farmacopeia
Brasileira (2019), em geral, um extrato seco possui uma perda por dessecacdo nao
superior a 5% (p/p). E conforme PRISTA (2003), um p6 deve apresentar valores
inferiores a 8%, uma vez que teores de umidade acima do especificado possibilitam o
desenvolvimento de fungos e bactérias, hidrélise e atividade enzimatica com consequente
deterioracdo de constituintes quimicos, sugerindo desta maneira que o ESA se mantenha
bem acondicionado e armazenado. No entanto, este parametro ndo e suficientemente
informativo em relacdo a sua estabilidade. Outro critério que pode ser considerado quanto
a susceptibilidade de contaminagdo microbiana, seria o resultado de determinagédo de

atividade de agua (aw).
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Conforme PENA & FERREIRA (2003), o teor de umidade é expresso pelo valor
obtido na determinacdo da &gua total contida em uma amostra e esse valor ndo fornece
indicacdes de como esta a distribuicio da agua nesse material. E a atividade de 4gua (aw),
uma medida da quantidade de moléculas de agua livre com valores que variam
numericamente de 0 a 1, que fornece informacdo sobre: crescimento microbiano,
estabilidade quimica e bioquimica, propriedades fisicas e vida atil (DAMODARAN,
PARKIN & FENNEMA, 2010).

A agua livre refere-se a umidade de superficie, presente nas macromoléculas como
amido, pectina, celulose e proteina por forcas de Van der Waals e pontes de hidrogénio.
Esta esta disponivel para o crescimento microbiano e rea¢Ges quimicas, e pode ser
evaporada com facilidade no processo de secagem. A vista disso, a secagem por Spray
Dryer apresenta uma tecnologia promissora por reduzir a taxa de sobrevivéncia de
culturas sensiveis quando submetidas ao calor (MARTINS et al., 2019). J& a 4gua ligada,
é encontrada no interior, associada quimicamente com outras substancias da amostra e é
mais dificil de ser eliminada. Por meio dessa disponibilidade de 4&gua podem ser previstas
reacGes quimicas, enzimaticas e atividade microbioldgica podendo afetar diretamente na
conservacdo e vida de prateleira. Contudo, a velocidade de crescimento dos
microrganismos diminui com a atividade de agua, podendo até sofrer paralisacdo
completa em Aw < 0,6, variando com o tipo de microrganismo (CELESTINO, 2010;
DAMODARAN, PARKIN & FENNEMA, 2010). Segundo a Farmacopeia Brasileira
(2019), a baixa atividade de agua, igual ou menor que 0,75, ajuda a prevenir a
contaminacdo microbiana. Portanto, pode-se considerar o valor de Aw = 0,19 para o
extrato seco padronizado de juca satisfatorio, pois sugere baixa quantidade de agua
encontrada na forma livre, e em funcdo disso, o produto pode se manter estavel com

baixos riscos de desenvolvimento de microrganismos.
5.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura do ESA

A morfologia das particulas foi avaliada por Microscopia eletronica de varredura
(MEV) e as fotomicrografias obtidas do extrato seco de vagens de L. ferrea mostraram
particulas com formato esférico, oca e de superficie rugosa (Figura 8). Essas
caracteristicas também foram descritas por BARAKAT (2011) e COSTA (2014) que

obtiveram extratos secos a partir dos frutos e cascas da mesma espécie.
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Dependendo da espessura e propriedades da crosta, séo produzidos diferentes
tipos de materiais secos, como esferas intactas, com superficie imperfeita ou fragmentada,
solidas ou ocas. A formacdo de esfera oca e rugosa acontece durante a evaporacao do
solvente do interior da goticula. 1sso ocorre porque a agua restante é difundida através da
casca ou evaporada por meio das aberturas, levando a particula oca a entrar em colapso
ou enrugar (PETROVICK & OLIVEIRA, 2010; VEHRING & LECHUGA-
BALLESTEROS, 2007). De acordo com LOCH-NECKEL et al. (2018), este evento pode
ocorrer em temperaturas de secagem mais baixas, quando a superficie das particulas
permanece Umida e flexivel por um maior tempo, fazendo com que dessa maneira, as
particulas fiquem murchas e enrugadas, ao contréario de quando a temperatura é alta o
suficiente para a umidade evaporar rapidamente. Outro fator importante é a viscosidade
do liquido de alimentacéo, que esta relacionada a concentracdo de solidos e influenciam

na formacéo de gotas esféricas.
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Figura 8 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) do extrato
seco (ESA) de vagens de L. ferrea no aumento de 1670x (A), 8330x (B) e 16700x (C e D).
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5.3.3 Polifendis totais (PT) e Atividade antioxidante do ESA de vagens de L.

ferrea.

Tabela 11 — Polifenois totais do ESA de vagens de L. ferrea.

Resultados Método
X*S
40,6% + 2,96 BONOLI et al (2004)
382,61 ug eq. AG/mL + 3,19
10,57% + 0,012 Farmacopeia
16,66 mg/g eqg. AG % 0,65 Brasileira (2010)

A partir do extrato seco foram realizadas diferentes analises de polifendis totais.
No método de BONOLLI et al (2004), foi obtido o teor de PT em percentual = 40,6% e
expresso como equivalente ao acido galico = 382,61 ug eq. acido galico/mL a partir da
curva de calibracdo do padrdo (Anexo A) nas concentragdes de 7,8125; 15,625; 31,25;
62,5; 125; 250; 500 e 1000 pg/mL (y= 0,0014x-0,1115 e R? =0,9996). Observa-se um
aumento da concentracdo de PT ao comparar o teor do ESA (382,61 ug Eq. Acido
géalico/mL) com o teor da SE de 151,16 ug eq. Ac géalico/mL, a partir do qual foi obtido,
indicando que ndo houve degradacdo de principios ativos apds 0 processo de secagem por

asperséo.

Inclusive o0 aumento da concentracdo de compostos fendlicos ap6s secagem, pode
ser justificado, tanto pela polimerizacdo quanto pela sintese de polifendis em altas
temperaturas de secagem, o que aumenta o contetdo de polifendis totais do p6 (MISHRA,
MISHRA & MAHANTA, 2014; CHONG & WONG, 2017). O efeito da temperatura na
extensdo da polimerizacdo e complexacdo de compostos fendlicos inicialmente livres
também foi relatado por LANG et al. (2019). Outro motivo pode ser devido ao processo
de secagem mais rapido em temperatura mais elevada, o que causa menor tempo de
exposicdo e, portanto, menor degradagdo nos compostos fenolicos termossensiveis
(DEMARCHI, RUIZ & CONCELLON, 2013; CHONG & WONG, 2017). Esse fato
corrobora com a literatura, em que a temperatura de secagem pode impactar
positivamente na composi¢do quimica, bem como atividade antioxidante (MULTARI,
2018).

Utilizando o método farmacopeico Folin-Ciocalteau com leitura em

espectrofotdmetro de absorcdo UV-Visivel a 760 nm (BRASIL, 2010) e pirogalol com
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substancia de referéncia, foi encontrado o teor de PT de 10,57%. Valor aproximado ao
comparar com o resultado de MARINHO (2016), no valor de 10,95% para o ESA de
vagens de L. ferrea que utilizou a mesma metodologia. A Determinacdo do Conteudo de
Fendis Totais (Total Phenolic Conten - TPC) (ABDELHADY, MOTAAL &
BEERHUES, 2011) foi calculada utilizando a curva de acido galico (Anexo B), nas
concentragdes de 1; 2; 4; 8; 16; 32 pg/mL (y= 0,0354x-0,0389 e R? =0,9975), estimando
que haja 18,255 miligramas equivalentes de acido galico por grama de extrato seco de L.
ferrea.

Os compostos fenolicos estdo associados ao potencial antioxidante em varias
espécies de plantas. Atuam por diferentes mecanismos, a inativacao de espécies reativas
de oxigénio e neutralizacdo de estruturas radicalares, doando um &tomo de hidrogénio ou
um elétron. Essa capacidade é devida principalmente as suas propriedades de oxido-
reducao, e, pela sua estrutura quimica formada por pelo menos um anel aromatico com
grupamentos hidroxilas, que podem desempenhar papel na absorgéo e neutralizagcdo dos
radicais livres (DEGASPARI & &; WASZCZYNSKYJ, 2004; SOARES, 2002).

Visto isso, a capacidade antioxidante do ESA foi avaliada pelos métodos dos
radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe¢), baseado na doacdo de elétrons de uma
substancia para um radical livre, 0 DPPHe, que ao se reduzir, perde sua coloragdo pdrpura
e muda para o amarelo e pela estabilizacdo do radical 2,2"-azinobis-3-etilbenzotiazolina-
6- &cido sulfénico (ABTSe+), que ocorre através de reacdo de oxidacao entre o sal de
persulfato de potassio (K2SOs), mediante a descoloragdo da solugdo (RUFINO et al.,

2007). Os resultados estéo descritos na tabela 12.

Tabela 12 — Ensaios de inibi¢do (Clso) para DPPHe e ABTSe+.

Analise Inibicdo (%) I1Cso (Ug/mL) Literatura
X*s Xts
DPPH- 80,04 £ 1,94 8,84 £ 0,22 4.4 ng/mL

(NASCIMENTO et al., 2015)
8,7 ug/mL (BARROS, 2012)
ABTSe+ 99,26 + 0,07 523 +0,11 2,5 pg/mL
(NASCIMENTO et al., 2018)
O potencial antioxidante esta correlacionado com a capacidade dos compostos

fendlicos de sequestrar radicais livres pela doa¢do de um atomo de hidrogénio ou elétron,
e redutor de compostos. Os resultados mostraram que o ESA possui a capacidade

antioxidante pelos dois métodos, e que, mesmo em baixas concentragdes, 0s extratos tém
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boa capacidade de varrer radicais livres, sendo a capacidade antioxidante pelo método de
ABTSe+ mais significativo. No ensaio do radical DPPHe obteve-se Clso= 8,84 pg/mL e
para 0 ABTSe+, de Clso= 4,71 pg/mL (Tabela 12).

Esses dados corroboram com o estudo de BARROS et al. (2014), que investigaram
a atividade antioxidante por DPPHe do extrato seco aquoso 7,5% das cascas e vagens de
L. ferrea obtendo valores de CI50 de 7,9 pg/mL e 8,7 pg/mL respectivamente.
NASCIMENTO et al. (2015), utilizou o extrato etandlico de vagens de L. ferrea e
demonstrou valores de DPPHe de 4,4 £0,05, e ABTSe<+ de 2,5 +£0,06, demonstrando alta
atividade sequestradora de radicais comparando com o controle.

GRISI et al (2020) apresentou resultados promissores para frutos de juca, no
entanto obtendo pelo método de extracdo a 40°C durante 2h sob agitacdo constante e
posterior concentracdo em rota-evaporador, apresentando valor de sequestrador de radical
DPPHe de 2,27+ 0,01 e 2,91 + 0,01, respectivamente, para 0 extrato aquoso 10% e
etanol/agua 50% (v/v). Portanto, em estudos anteriores a espécie L. ferrea se mostrou um

bom varredor de radicais livres nos testes in vitro.

5.3.4 Espectro na Regido do Infravermelho (FTIR) do ESA padronizado de L.

ferrea

O espectro de FTIR do ESA de juca € mostrado na figura 9. A andlise de FTIR no
ESA de L. ferrea revelou uma forte absorcdo na regido de 3388 cm™, devido a um
estiramento de ligagbes O-H de alcool, fendis ou agua, utilizada na secagem por aspersdo
do extrato vegetal. Na absorcdo na faixa de 1719 cm™, sugere-se a presenca de ligacGes
duplas, referente a grupos carbonilas (C=0) de compostos acidos. A banda em 1618 cm”
! sugere vibragdes de alongamentos dos grupos C=C devido a deformagdes do anel
aromatico ou aos flavondides. A banda vibracional em 1453 cm™ pode estar relacionada
a CHzs, CHy, flavonoides e anéis aromaticos (COOH), e, a absorcao na faixa de 1335 cm”
! que pode referir a vibragdes de C-N de aminas, sugerindo a presenca de alcaldides, além
da banda em 1206 cm™* referente a glicosideos (C-O). Além da absorc&o ao redor de 1035
cm?ta 763 cm™ provavelmente correspondente a vibragdes do grupo C-O de ésteres,
alcoois e acidos carboxilicos. Tais fatos foram semelhantes ao observados por GRISI et
al (2020) e por JOZALA et al (2020), ao analisar extrato das vagens de juca. A
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interpretacdo do espectro sugere a presenca de uma ampla classe de metabolitos
secundarios, atribuidos a grupos fenolicos em extratos vegetais (ALJAFF, RASHEED &
OMER, 2013; DA COSTA et al, 2020; OLIVEIRA et al, 2016). Ao comparar com a SE
de juca, foram detectadas novas bandas vibracionais, que pode estar relacionado ao
aumento da concentracdo de compostos fendlicos ap6s a secagem, pelo efeito da
temperatura na extensdo da polimerizacdo e complexacdo de compostos fenolicos
inicialmente livres como relatado por LANG et al. (2019).
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Figura 9 — Espectro na regido do infravermelho correspondente ao extrato seco de vagens de L.
ferrea.

5.3.5 Validacdo da analise quantitativa do &cido gélico e acido elagico por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) do extrato seco de
vagens de L. ferrea

A validacdo da metodologia analitica foi realizada visando confirmar e evidenciar
qgue o método produz resultados confiaveis e é adequado a finalidade que se destina
(BRASIL, 2017). No presente trabalho, a validacdo parcial envolveu a quantificagéo de
dois marcadores quimicos, acido galico e acido elagico, no ESA padronizado das vagens

de L. ferrea, produto intermediario ao qual foi utilizado para a formulacdo final.

Quando se trata de obtengéo de fitoterapicos padronizados, estes dependem da

qualidade e uniformidade das matérias-primas vegetais, assim 0s métodos analiticos
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permitem a avaliagdo da qualidade desses produtos, garantindo a constancia de acao
terapéutica e seguranca. De acordo com KLEIN (2010), os produtos intermediérios, como
extratos vegetais, sdo considerados matrizes complexas, e podem ser tratados como
bioanaliticos, ou seja, sua composicdo € tdo complexa quanto a composi¢do de matrizes
bioldgicas. Sendo oriundos de um produto natural, oscilagdes de concentracdo de ativos
sdo corriqueiros, sendo requerida, portanto, a padronizagcdo por meio de marcadores
quimicos. GIL (2010) aponta que diversas empresas farmacéuticas, como Sanrisil,
Centroflora e Herbarium produzem extratos secos padronizados em marcadores

especificos, como cascara-sagrada, passiflora, espinheira-santa e kava kava.

5.3.5.1 Linearidade

5.3.5.1.1 Linearidade para o padréo de acido galico

A linearidade foi determinada mediante analise do coeficiente de correlacao linear
(R), obtido pela curva de calibragcdo, foi possivel apresentar resultados diretamente

proporcionais as concentracdes de acido galico com R > 0,990 (Figura 10).

Curva de Calibragdo Acido Galico
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Figura 10 — Linearidade do padréo de acido gélico.



Tabela 13 — Valores referentes a triplicata da curva padrao do acido gélico.
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Concentragio  Areal Area 2 Area 3 Média das DP  CV (%)
tedrica Areas
(Mg/mL)
2 108577 112101 97625 106101 7549  33,63461
4 251380 216461 292006 253282 37808 2,203507
8 505717 454400 582798 514305 64628 5,835526
16 1007508 938874 1033976 993453 49084 1,806639
32 1994315 2002368 2084610 2027098 49970 1,255799
64 4057923 3991647 4105859 4051810 57351 0,240595

De acordo com o Diagrama de dispersdo (Figura 11) que permite a visualizacéo

de uma possivel associacao entre as varidveis quantitativas, hd uma correlagdo positiva,

visto que ha uma aglomeracdo dos pontos em tendéncia crescente pois conforme a area

dos picos aumenta, a outra varidvel concentragdo também aumenta.

Valores Ajustados

&0

o
=1

Caoncentracao

20

500000

1000000 7]

1500000
2000000 7
2500000

e
=
©
o

3000000
3500000 7

4000000 ]
4105859

Figura 11 — Linearidade do padréo de &cido gélico.



5.3.5.1.2 Linearidade para o padréo de &cido elagico
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A partir da triplicata da curva de calibracdo do segundo padrdo analisado acido

elagico (Figura 12) foi possivel medir o grau de proporcionalidade entre as variaveis.

Como o coeficiente de correlacdo linear (0,999) foi maior que 0,990 (conforme

especificado), conclui-se que existe uma relacdo linear adequada.

Curva de Calibragdo Acido Elagico
3000000
2500000
y = 33642x + 21089
2000000 R?=0,999
© y =35989x + 12572
¢ 1500000 R? =0,9999
< y =37743x-6102,5
1000000 R?=0,9999
500000
0
0 10 20 30 40 50 60 70
Concentragdo (pug/mL)
Curval =—A—Curva2 —4—Curva3l
Figura 12 — Linearidade do padrdo de acido elagico.
Tabela 14 — Conjunto de dados para Linearidade de Acido Elégico.
Concentracdo  Areal  Area2  Area3 Média das DP  CV (%)
tedrica Areas
(Mg/mL)
2 74687 82341 80280 79103 3960 5,01
4 145791 146245 147726 146587 1012 0,69
8 297725 277653 318347 297908 20348 6,83
16 599738 560318 583009 581022 19785 3,41
32 1183471 1147506 1165818 1165598 17984 154
64 2417631 2151320 2314866 2294606 134307 5,85

Pode-se visualizar que o grafico do diagrama de dispersédo (Figura 13) mostra uma

correlacdo positiva entre as variaveis, em que conforme a area dos picos aumenta, a

concentracdo também aumenta.
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Figura 13 — Linearidade do padrdo de acido elagico.

5.3.5.2 Preciséo (Repetibilidade e Reprodutibilidade)

A andlise dos resultados mostrou precisdo do método utilizado tanto a nivel de
repetibilidade quanto a nivel de reprodutibilidade, visto que o coeficiente de variacao
entre os resultados foram <5%, conforme especificacdo da ANVISA (BRASIL, 2009;
BRASIL, 2017). Os dados de repetibilidade do acido galico (tabela 15) e acido elagico
(tabela 16) estdo dispostos a seguir, e a estatistica resumida na tabela 16.

Tabela 15 — Dados da reprodutibilidade do método analitico para doseamento de &cido galico.
A= Dia 1, Analista 1 e B = Dia 2, Analista 2.

Concentragdo teérica  Concentracdo obtida

Laboratério Area (ug/mL) (ug/mL)
A 2002368 32 31,7441
A 2184537 32 34,6163
A 2084610 32 33,0408
A 2150803 32 34,0844
A 2133415 32 33,8103
A 2106854 32 33,3915
B 4282671 32 32,9401
B 4184432 32 32,2105
B 4180228 32 32,1793
B 4150638 32 31,9595
B 4149443 32 31,9507
B 4305098 32 33,1066
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Tabela 16 — Dados da reprodutibilidade do método analitico para doseamento de acido elagico.
A= Dia 1, Analista 1 e B = Dia 2, Analista 2.

Concentragdo Concentracgdo obtida
Laboratério  Area teorica (ug/MI) (ug/mL)
A 1143306 32 30,4536
A 1110823 32 29,5929
A 1177882 32 31,3696
A 1143952 32 30,4707
A 1138368 32 30,3227
A 1166464 32 31,0671
B 2564523 32 31,2508
B 2732774 32 33,2822
B 2488587 32 30,3340
B 2554537 32 31,1302
B 2717190 32 33,0941
B 2728753 32 33,2337

Tabela 17 — Repetibilidade e Reprodutibilidade do método analitico para doseamento de acido
galico e &cido elagico; CMD = concentracdo média experimental; DP= desvio padrdo; CV=
coeficiente de variacéo.

Repetibilidade Reprodutibilidade

CMD £ DP (CV) CMD £ DP (CV)
Acido gélico 33,4479 + 0,9973 (2,9817) 32,91951 + 0,8941 (2,7162)
Acido elagico 30,5461 + 0,6200 (2,0299) 31,30013 + 1,2498 (3,9931)

Visto que a reprodutibilidade deve ser obtida por meio da proximidade dos
resultados obtidos em laboratérios diferentes, foi realizado o Teste de ANOVA, néo

encontrando diferencas significativas entre as variaveis, com p-valor > 0,05.
5.3.5.3 Exatidao

Para a determinacdo da exatiddo foi utilizado concentragdes conhecidas dos
padrdes de referéncia adicionadas na amostra de ESA de L. ferrea. A tendéncia foi
expressa como recuperacdo analitica, ao comparar valores medidos (observados) com
valores verdadeiros (esperados). Os resultados obtidos pelo teste da recuperagéo séo

mostrados nas tabelas 18 e 19 e visualizados nas figuras 14 e 15.
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Figura 14 — Perfil cromatogréfico da exatiddo, sobreposicdo dos picos apds a contaminagao do
ESA com o padrao &cido galico.
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Figura 15 — Perfil cromatogréfico da exatiddo, sobreposi¢do dos picos apds a contaminagéo do

ESA com o padréo &cido elagico.

Tabela 18 — Resultado do ensaio de exatiddo do &cido gélico.

Valor esperado Valor observado
Concentracdo tedrica do (padrdo + ESA) (padrdo + ESA) Recuperacéo (%)
padrdo (ug/ml) (ug/mL) X £ s (ug/ml) X5 (CV)

96,8948 + 0,0903

4 5,1445 4,9848 + 0,0046 (0,0932)
103,2855 + 0,9850

16 16,8143 17,3668 + 0,1656 (0,9537)
99,9507 + 2,0042

64 65,0337 65,0016 + 1,3034 (2,0052)
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Tabela 19 — Resultado do ensaio de exatiddo do &cido elagico.

Concentragéo Valor esperado Valor observado (padréo
incorporada do (padrdo + ESA) + ESA) Recuperacgéo (%)
padrdo (ug/ml) (ug/mL) X £ s (ug/ml) X5 (CV)
98,2852 + 1,4794
4 103153 10,1384 + 0,1526 (1,5052)
102,1430 + 3,4178
16 21,8256 22,2933 + 0,7460 (3,3461)
98,0131 + 0,8993
64 67,2270 65,8912 + 0,6046 (0,9175)

Porcentagens de recuperacdo do analito e do padréo interno proximos a 100% sao
desejaveis, porém, podem ser admitidos valores menores, desde que a recuperacao seja
precisa e exata. Conforme os dados obtidos, a recuperacéo ficou entre 98,89 e 103,29%
para acido galico e 98,01 e 102,14% para o ensaio utilizando &cido elagico, dentro dos
critérios de aceitacdo para matrizes complexas, que exigem taxas de recuperacéao entre 80
a 120% (BRASIL, 2003).

Logo, o método validado mostrou-se adequado e confiavel para a quantificacdo

de &cido galico e acido elagico no ESA.

5.3.6 Determinacdo do perfil cromatogréafico do extrato seco (ESA) de L.

ferrea.

O perfil cromatografico do ESA de L. ferrea pode ser visualizado na figura 16,
esta apresentou os picos das substancias de referéncia acido galico e acido elagico, como
pode ser observado separadamente nas figuras 17 e 18.
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Figura 16 — Perfil cromatografico a 275 nm do extrato seco por aspersdo das vagens de L. ferrea.
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Figura 17 — Perfil cromatogréfico da substancia de referéncia &cido galico.
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Figura 18 — Perfil cromatografico da substancia de referéncia acido eléagico.

A quantificacdo do teor de acido galico e elagico o ESA de vagens de L. ferrea
foi, respectivamente, de 4,04 mg/g e 9,15 mg/g com tempo de retencdo médio de 6,10 e
26,17 minutos (Tabela 20). O ESA se mostrou um material rico em acido elagico, este
fato semelhante foi observado nos estudos de FERREIRA et al (2016). Valor
consideravelmente maior ao se comparar 0s resultados de COSTA (2014), que
quantificou o teor de acido galico no extrato seco por aspersdo de cascas de L. ferrea

obtendo-se o valor de 1,355 mg/g.

Tabela 20 — Resultado do teor de &cido gélido e &cido elagico e o tempo de retengdo (Tr) médio

para os compostos fenolicos analisados no ESA vagens de L. ferrea.

Composto fendlico Concentracgéo (mg/g) Tr (Minutos)
XtS XtS
Acido galico 4,0392 £+ 0,1385 6,1002 + 0,2376

Acido elagico 9,1529 + 0,3499 26,1672 + 0,4148
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5.3.7 Atividade bioldgica do extrato seco de vagens de L. ferrea.
5.3.7.1 Atividade enzimética do ESA de vagens de L. ferrea.

A fim de caracterizar e incluir possiveis mecanismos de acdes, foi avaliada a

atividade enzimatica do ESA e os resultados estdo descritos na tabela 21.

Tabela 21 - Atividade enzimética do ESA vagens de L. ferrea.

Anélise Resultados de inibicé&o (%)
Xts
a-amilase 239+14
a-glucosidade 419+£272
Lipase pancreatica 6,10 + 3,78

Algumas enzimas desempenham um papel importante na digestéo de carboidratos
provenientes da dieta, que necessitam ser hidrolisados antes de serem absorvidos. Uma
delas ¢é a a-glicosidase, enzima da membrana de células intestinais, que € capaz de
hidrolisar oligossacarideos e dissacarideos em monossacarideos. Ha também a acéo pelas
a-amilase que € uma enzima secretada pelas glandulas salivares e pelo pancreas que
podem hidrolisar moléculas de amidos em oligossacarideos como dissacarideos e
monossacarideos absorviveis. A inibicdo dessas enzimas pode retardar a digestdo de
carboidratos, causando uma reducdo na taxa de absorgéo de glicose no sangue, portanto
é uma atividade de interesse a antidiabética e antiobesidase. Outra enzima de interesse é
a lipase pancreética, a inibicdo desta possui a finalidade de reduzir a absorcéo lipidica,
por inibir a digestdo e absorcdo de triglicerideos, e de proteger 0 pancreas que permitira
as células-P a produgdo normal de insulina. Portanto, a inibicdo dessas enzimas pode ser
uma das melhores estratégias para nivelar as excursdes glicémicas pos-prandiais,
mimetizar os efeitos da dieta sobre hiperglicemia, hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia
e, assim, ajuda a evitar o aparecimento de complicagdes diabéticas tardias. A procura por
substancia ativa presente em plantas que possa inibir essas enzimas tem sido o alvo de
pesquisas (BISCHOFF, H. B. A. G, 2010; KALITA et al., 2018; ZORZIN, F. M., 2014;
YOU, Ql etal., 2012)

No Brasil, o cha das cascas de L. ferrea é usado popularmente no tratamento de
diabetes a fim de controlar niveis glicémicos (OLIVEIRA & SAITO, 1989;
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MADALENO, 2011). Em literatura, h& relatos que as partes das cascas do caule
apresentam esse potencial. Como visto no estudo de COSTA (2012) que avaliou a
atividade do extrato seco sem adjuvante de juca em frente ao ensaio in vitro da inibigédo
da a-glicosidase, e observou que houve inibicao significativa da enzima a-glicosidase
(Clso= 0,05 ug/mL) em comparacao com extrato seco com adjuvante (Clso = 0,21 a 0,41).
VASCONCELOS et al. (2011) também comprovaram as propriedades hipoglicemiantes
do extrato da casca do caule de L. ferrea em testes in vivo. Outros estudos relatam a
atividade de inibicdo dessas enzimas a partir de extratos de sementes (CAVALHEIRO et
al., 2009; LIMA et al., 2013) e folhas de juca (HASSAN et al, 2015).

Sabe-se que compostos fendlicos sdo potentes inibidores enziméaticos, mediante
sua capacidade de se complexar com proteinas (SIMOES et al., 2010). No entanto, o
extrato seco dos frutos de L. ferrea foi avaliado quanto a atividade de inibicdo da enzima
a-amilase, a-glucosidase e lipase, ndo se obtendo resultados satisfatorios (Tabela 18). O
ESA de vagens de L. ferrea alcangou a percentagem de inibicao de 2,39%, 4,19% e 6,10%
respectivamente. Resultado possivelmente devido a influéncia de fatores tecnol6gicos no
processo de extracdo de substancias quimicas. Um estudo realizado em 2010, com o
objetivo de padronizar a solucdo extrativa de entrecasca dos frutos da L. ferrea para uma
melhor atividade de inibicdo da enzima a-glucosidase, constatou que 7,5% de matéria-
prima vegetal e etanol 50% como liquido extrator apresentou 0 maior percentual de
inibicdo (RODRIGUES, LIMA & DE SOUZA, 2010).

5.3.7.2 Atividade antimicrobiana do ESA frente a S. aureus.

Percebendo-se o potencial farmacoldgico dos frutos de L. ferrea e visando um
produto fitoterapico, inicialmente a atividade antimicrobiana foi realizada no intuito
de padronizar a concentragdo do extrato seco perante a um microrganismo relevante para
o tratamento de feridas, no caso, o Staphylococcus aureus. O S. aureus é uma bactéria
presente na microbiota humana, principalmente da pele, que pode se tornar patogénico e
causar infeccdo quando ha quebra da barreira cutdnea ou diminuicdo da
imunidade (MENEGUIN, TORRES & POLLO, 2020).

Segundo SADER & DURAZZO (2003), as ulceras normalmente sdo colonizadas

por bactérias da microbiota da pele, incluindo principalmente cocos Gram positivos,
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aerobios e, eventualmente, anaerdbios. Tanto as feridas agudas quanto as cronicas
possuem microrganismos no seu leito, GOMES, CARVALHO & LIMA (2009)
analisaram a microbiota de feridas cronicas de membros inferiores utilizando um
protocolo de cobertura oclusiva. O género isolado das feridas com maior frequéncia
foi Staphylococcus (antes e apds do tratamento). Resultados semelhantes foram relatados
por BOWLER & DAVIES (1999) em estudo sobre microbiota de Ulceras de membros
inferiores infectadas e ndo infectadas. Estes autores encontraram o Staphylococcus
aureus como a espécie mais frequente nos dois tipos de feridas. Quando apresenta
resisténcia a meticilina, ¢ denominado MRSA (Methicillin resistant Staphylococcus
Aureus). O ambiente hospitalar ¢ um dos lugares mais comuns de colonizacéo e infeccao
por MRSA, principalmente quando o paciente apresenta fatores de risco como diabetes,
hospitalizacdo prolongada, exposicao a equipamentos ou procedimentos invasivos, entre
outros (MENEGUIN, TORRES & POLLO, 2020).

MORAES (2006) destaca a importancia do estudo da atividade antimicrobiana na
caracterizacdo de extratos vegetais, visto 0 nimero de doencas infecciosas que podem
acometer o homem. AMPARQO et al. (2018), realizou uma analise dos artigos indexados
na biblioteca SCiELO, abrangendo os Gltimos dez anos, e verificou que somente 4,4% das
pesquisas com plantas medicinais estdo relacionadas com atividade antimicrobiana.

Visando essa problematica e a fim de avaliar a agdo antimicrobiana do ESA das
vagens delL. ferrea, inicialmente, foi realizada a triagem nainibicdo de
crescimento utilizando a cepa S. aureus (CBAM 0324) pelo Método de Difusdo em
Agar até a diluicdo 1:64 (Tabela 22), demonstrando atividade antibacteriana contra a
espécie. Os halos de inibi¢do variaram entre 8 mm e 20mm (Figura 19), sendo o0 maior
halo semelhante ao padrdo vancomicina.

Atribuem-se a atividade antimicrobiana aos compostos fendlicos, um importante
grupo de substancias ativas em ervas que possuem as propriedades bem conhecidas e
documentadas. Eles podem atuar rompendo a parede celular da bactéria, interferindo no
pool de ATP e alterando seu potencial de membrana, resultando na morte da bactéria
(TIWARI, V.R. & TIWARI, M., 2015). Outro mecanismo conhecido é dos taninos
que devido suas habilidades de precipitar proteinas e formar complexos taninos-
proteinas, evita a proliferagdo de microrganismos (PAIVA et al., 2002). Uma série de

bactérias €& sensivel aos taninos, dentre elas Staphylococcus aureus,
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Streptococcus pneumonie, Bacillus anthracis e Shigella dysenteriae (MONTEIRO,
ALBUQUERQUE & ARAUJO, 2005).

Tabela 22 — Atividade antimicrobiana do ESA em dilui¢do logaritmica e halo de inibig&o.

Frente a Staphylococcus aureus

ESA Puro 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 Controle
(mg/mL) (75) (37,5) (18,7) (9,3 (4,6) (2,3) (1,1) Vancomicina
Halo de 20 18 18 14 12 12 8 20
inibicdo

(mm)

Figura 19 — Halos de inibi¢&o do extrato seco das vagens de L. ferrea frente & S. aureus
CBAM 0324 (Fonte: O autor).

Ap0s os estudos de triagem, devido a importancia de utilizacdo de cepas de
referéncia de acordo com a norma M7-A6 (CLSI, 2003), foi dado prosseguimento do
estudo com as cepas de bactérias da American Type Culture Collection da colecdo do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA), S. aureus ATCC 29213 e S. aureus
resistente a meticilina ATCC 43300 (MRSA).

A atividade antimicrobiana do ESA de L. ferrea foi testada nas concentragdes de
2,5%, 5% e 7,5%. As duas cepas testadas demonstraram sensibilidade ao extrato das
vagens de juca, como visualizado na Figura 20, confirmando seu potencial apontado em
outros estudos. Sendo eficaz até mesmo contra a espécie S. aureus resistente a oxacilina
(MRSA) o qual o antibidtico desenvolveu resisténcia, com crescimento confluente dentro

do halo de inibigdo.
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Figura 20 — Extrato seco das vagens de L. ferrea frente a S. aureus ATCC 29213 (A) e S. aureus
(MRSA) ATCC 43300 (B) (Fonte: O autor).

Os resultados observados apontaram que as diferentes concentracdes testadas ndo
revelaram efeitos significativos (p>0,05) nos halos de inibicdo do crescimento das
espécies conforme a Tabela 23. Deste modo, considerando a obtencdo de uma
formulacdo, tanto do ponto de vista biolégico e econdmico, pode ser viavel utilizar menor
quantidade de extrato seco (2,5%) para atender a mesma eficicia da atividade

antimicrobiana de um produto acabado.

Tabela 23 — Atividade antimicrobiana do ESA nas concentragdes 2,5, 5 e 7,5%.

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, segundo o teste Tukey (P<0,05).
Diametros dos halos de inibicdo (mm)

Média = DP
Concentragdo (mg/mL) S. aureus S. aureus (MRSA)

ATCC 29213 ATCC 43300
25 25,332+ 0,52 25,332+ 1,37
50 26,332+ 1,03 25,672+ 0,52
75 25,674+ 1,03 26,33%+ 0,52

Vancomicina 16 mm £ 1,00 -
Oxacilina - <10 mm

Posteriores ensaios do método de microdiluicdo em caldo para a determinacdo da
Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) (Figura 21) foram realizados a fim de identificar
qual a concentracdo minima necessaria do extrato seco capaz de inibir 50% de isolados.

Os resultados dos ensaios de CIM estdo apresentados na tabela 24.
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Tabela 24 — Teste de concentracdo inibitéria minima (CIM) do ESA de vagens de L. ferrea.

Concentragdo inibitéria minima (ug.mL™?)

Concentracdo (mg/mL) Média
S. aureus S. aureus
ATCC 29213 ATCC 43300
ESA 400 400
Vancomicina 50 -
Oxacilina - 400

As CIM para as duas cepas testadas mostram que o extrato seco de vagens de L.
ferrea apresentaram concentracdo minima de 400 pg/mL para inibir ambas as espécies
(Tabela 24). Esse resultado foi semelhante ao relatado por JOZALA et al. (2020) que
utilizou extrato hidroalcéolico de cascas de L. ferrea obtendo-se uma CIM = 390 pg/mL

frente a S. aureus, e halo de inibicdo de aproximadamente 36 mm.

Os resultados foram satisfatorios ao comparar com os estudos de DE ARAUJO et
al. (2014) ao utilizar o extrato liofilizado das cascas de L. ferrea, obtida por turbo-extracdo
(10%, p/v) e acetona:agua (7:3, v/v). A atividade antimicrobiana do extrato frente a
bactérias gram positivas como S. aureus pelos métodos de difusdo em é&gar e
microdiluicdo, obtiveram o halo de inibi¢do de 11 mm e Concentra¢do Inibitéria Minima
(CIM) =5000 pg/mL.

Nos estudos de LUNA et al (2020) utilizando diferentes solventes para extratos
de folhas de L. ferrea, mostrou uma CIM na faixa entre 390 a 780 pg/mL frente a S.
aureus: ciclohexano (CIM: 390 upg/mL), cloroférmio (CIM: 780 pg/mL), etil acetato
(CIM: 780 pg/mL), metanol (CIM: 390 pug/mL). NASCIMENTO et al. (2015) mostrou
uma melhor atividade antimicrobiana utilizando o extrato hidroetanolico de vagens de L.
ferrea, no qual obteve uma CIM de 125 pg/mL. Este fato pode estar associado ao teor de
polifenois totais de 32,6 mg EAG/g extrato, cerca de duas vezes mais ao PT encontrado
para 0 ESA deste trabalho de 16,6 mg EAG/g.
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ESA

Figura 21 — Concentragdo Inibitoria Minima do extrato seco das vagens de L. ferrea frente a S.

aureus (Fonte: O autor).

5.3.8 Viabilidade celular do ESA

A figura 22 mostra a viabilidade celular em fibroblastos da linhagem MRC-5 ap06s

24, 48 e 72 horas de exposicao das células ao ESA de vagens de L. ferrea.

Viabilidade celular

120

100
100
80
60
40
20
0

Controle

97,18

| 90,50
24 48

CONCENTRACAO (100 pg/mL)

79,25

72

Foi possivel observar que a viabilidade celular apresentada no periodo de 24h é

VIABILIDADE CELULAR (%)

Figura 22 — Viabilidade celular do ESA de vagens de L. ferrea.

mais elevada que a de outros periodos, mostrando um comportamento tempo-dependente.
Contudo, para a concentracdo estudada (100 pug/mL), a viabilidade se manteve elevada
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até o periodo de 72h de exposicéao das células MRC-5 ao extrato (79,246%), considerando
uma viabilidade maior que 50%.

Este resultado corrobora com os estudos de BARROS (2012), que avaliou 0 ESA
das vagens de L. ferrea sobre a viabilidade celular de fibroblastos NIH3T3, apresentando
0 mesmo comportamento e a viabilidade sempre maior que 50%. As concentragoes
estudadas ndo afetaram a viabilidade celular na maior concentracéo estudada (60 pg/mL),
e apresentou 96,2% de viabilidade no periodo agudo (24h) e até 68,3% com o extrato da

vagem para o periodo crénico (72h).

5.4 Desenvolvimento de formulag6es semissolidas pomadas contendo extrato
seco por aspersdo (ESA) de vagens de L. ferrea.

5.4.1 Desenvolvimento das formulacoes

A fim de selecionar a melhor base para a incorporacdo do ESA de juci,
inicialmente, foram testadas duas bases de pomada descritas na Farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2019) e Farmacopeia Americana (USP, 2006), com algumas modificacdes.
Estas foram denominadas respectivamente B20 e B30, cujas composic¢des estdo descritas

na tabela a seguir:

Tabela 25 — Formula das bases denominadas B20 e B30.

Componentes (%) B20 B30
Vaselina gsp 100 25
Cera de abelha 10 -
Lanolina 5 -
Alcool estearilico - 25
Propilenoglicol - 12
Lauril Sulfato de Sodio - 1
Agua destilada - gsp 100
BHT 0,02 -
Parabenos 0,2 0,4

Na primeira etapa, as bases foram devidamente manipuladas e testados dois
métodos de incorporagdo do ESA de juca, por dissolucdo (agua destilada) ou levigacao
(propilenoglicol). As pomadas com a adicdo do extrato seco foram analisadas
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macroscopicamente e em seguida, levadas ao teste de centrifugacdo para observar

possiveis sinais de instabilidade.

Foi observado que o método de incorporacdo que mais se adequou foi por
levigacdo com propilenoglicol. De acordo com THOMPSON, E. J. & DAVIDOW, W. L
(2013) como é desejado uma preparacdo homogénea e ndo arenosa, 0s sélidos
incorporados devem estar no estado mais fino de subdivisdo possivel, o qual foi possivel
observar com a levigacdo. A dissolucdo do ESA com agua destilada e posterior
incorporacgdo nas bases B20 e B30 nédo foi eficaz, pois foi visualizada a presenca de
granulos e aspecto arenoso. Sendo assim, a levigacgdo por propilenoglicol foi 0 método de

incorporacdo de escolha.

A primeira base de pomada testada denominada B20 apresentou-se
macroscopicamente heterogéneo ap6s incorporacdo do ESA, observando a presenca de
granulos tanto pelo método de dissolucéo e por levigacdo (figura 23). A instabilidade foi
confirmada ap6s o primeiro teste de centrifugacdo, em que o extrato seco se mostrou
imiscivel na base. Este fato se deve a caracteristica do extrato seco de jucd, que possuli
maior afinidade por compostos hidrossollveis, contra a base composta em sua maioria

por hidrocarbonetos lipofilicos que possui como componente principal a vaselina.

Figura 23 — Formulagdo B20 contendo ESA vagens de L. ferrea antes e depois do processo de

centrifugacao.
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Deste modo, prosseguiu-se para o teste com a pomada hidrofilica USP (USP,
2006), denominada B30. Esta base de pomada contém o laurilsulfato de s6dio como
emulsificante primario e alcool estedrico como emulsificante auxiliar, que facilitaria a
adicdo do extrato seco com propriedades hidrofilicas em uma base contendo aditivos
lipofilicos. Apds a adicdo do ESA, a amostra apresentou-se como uma formulacao

estabilizada antes e ap0s o teste de centrifugacdo (Figura 24).

Figura 24 — Formulagdo B30 contendo ESA vagens de L. ferrea antes e depois do processo de

centrifugacao.

No entanto, a base se demonstrava aparentemente muito consistente, sendo
necessaria uma otimizacdo da formulagdo a fim de melhorar suas caracteristicas
reoldgicas, de maneira que sua funcdo terapéutica fosse mantida, e que o produto fosse
mais agradavel no momento da aplicacdo. Para isso, verificou-se a viabilidade de
adicionar na base hidrossolivel USP, um componente bastante utilizado como agente

emulsificante em pomadas, como a lanolina.

A lanolina possui potente acdo emulsificante com propriedades penetrantes,
apresentam composicao semelhante as secrecdes sebaceas da pele, por isso sdo bastante
utilizadas em bases de absorcdo. A literatura cita que produtos graxos da I&, quando
misturados com Oleos vegetais ou com vaselina, fornecem pomadas emolientes que
penetram na pele e aumentam a absorcdo de substancias ativas (SCHLOSSMAN &
MCCARTHY, 1978; THOMPSON, E. J. & DAVIDOW, W. L, 2013). Além do mais, a
lanolina pode atuar como um modificador de reologia, como mostrado no estudo de
FIGIEL, TAL-FIGIEL & PLOCICA (2013) que investigaram o efeito da lanolina em

emulsdes cosméticas, mostrando alta influéncia reologica.
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Além disso, a terapia cutdnea com a lanolina tem demonstrado efeitos positivos
em varios ramos da medicina. Um estudo de diferentes tratamentos na taxa de
reepitalizacao de feridas foi realizado por (CHVAPIL, GAINES & GILMAN, 1988), que
utilizaram somente gaze (controle), creme de lanolina e fator de crescimento epidérmico
humano (EGF) em creme de lanolina (10ug de EGF/mL de creme) e observaram que a
taxa de reepitelizacdo da derme foi estatisticamente significativo e atribuida ao efeito do
creme de lanolina sozinho Outro estudo, por COCA & ABRAO (2008), avaliaram o
efeito da lanolina na cicatrizacdo de lesbes mamilares que atingem a epiderme e a derme.
Foi demonstrado que o uso de lanolina anidra proporcionou maior aceleragdo do processo
de cicatrizagdo, com efeitos estatisticamente significativos na reducdo do tamanho da
lesdo quando comparado ao grupo controle. Isto se deve ao seu efeito na formacao de
uma barreira que evita a perda da umidade natural das camadas mais profundas da pele e

sua capacidade de aumentar o crescimento celular.

Deste modo, com a hipotese de que a lanolina na formulacéo poderia melhorar as
caracteristicas reoldgicas da base, facilitar a permeacdo do ESA de juca na pele e ainda
promover atributos superiores de emoliéncia, prosseguiu-se para uma otimizacédo da base
B30. Portanto, a formulacéo foi otimizada através de um planejamento experimental do
tipo fatorial 23, aplicado a formulag&o protétipo da Farmacopeia Americana (USP, 2006),
com o &cido estearico e a vaselina parcialmente substituidos pela lanolina. A composicédo
€ mencionada na tabela 26, sendo as variaveis x1 = vaselina, x2= lanolina e x3= &lcool

estearilico.

Tabela 26 — Planejamento experimental aplicado a formulag&o protétipo.

FormulacGes

Componentes (%) 1 2 3 4 5 6 7 8
Vaselina 25 20 20 25 20 25 25 20
Lanolina 10 15 10 10 15 15 15 10
Alcool estearilico 20 15 15 15 20 20 15 20
Propilenoglicol 12 12 12 12 12 12 12 12
Lauril Sulfato de Sodio 1 1 1 1 1 1 1 1
Agua destilada gsp gsp gsp gsp gsp gsp gsp gsp

100 100 100 100 100 100 100 100

Parabenos 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
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As formulagdes mostraram-se homogéneas com aspecto branco a amarelo-claro

(Figura 25). As amostras foram conduzidas para o teste da consisténcia por

espalhabilidade, pH e viscosidade, a fim de avaliar a influéncia da substituicdo de acido

estedrico e vaselina pela lanolina nas diferentes concentracGes. Os resultados estdo

dispostos na tabela 27.

Figura 25 — Formulag6es do planejamento experimental.

Tabela 27 — Resultados do planejamento experimental aplicado & formulagéo prototipo.

Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Base Vaselina  Lanolina Acido Espalhabilidade  Viscosidade  pH (y)  Estabilidad
(%) (%) Esteérico () () (Pa-s) e apos
(%) adicdo do
ESA
Prototipo 25 0 25 298,6925" 23,4218 5,90% E
1 25 10 20 379,9400° 27,14002 5,952 E
2 20 15 15 471,1963% 22,9981 5,854¢ |
3 20 10 15 530,6600? 14,5792¢ 5,84a¢ |
4 25 10 15 471,1963% 20,9877¢ 5,75 |
5 20 15 20 314,0000% 28,7685% 5,76 E
6 25 15 20 283,3850° 21,3176%® 5,73¢ E
7 25 15 15 346,1850 25,3482 5,77 E
8 20 10 20 379,9400° 27,37152 5,72¢ E

*Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, segundo o teste Tukey (P<0,05).

Legenda: E = estavel; | = instavel.
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Diante os resultados, foi observado que as formulacgdes 2, 3 e 4 possuiram maior
capacidade de espalhabilidade em comparagdo as outras formulagdes, podendo estar
relacionado com a menor quantidade de acido estearico. No entanto, apds a incorporacao
do ESA, elas se demonstraram instaveis, sendo excluidas do processo de escolha. Isso
pode estar relacionado as propriedades da base, que possui um certo limite de absorcao
de agua na fase externa sem que faca perder a consisténcia (THOMPSON, E. J. &
DAVIDOW, W. L, 2013). Logo, as formulacdes 1 e 8 foram consideradas boas candidatas

de escolha por sua maior capacidade de espalhabilidade.

Foi possivel representar a influéncia das variaveis na espalhabilidade pelo gréafico
de superficie de resposta (Figura 26), demonstrando que ha diminuicéo da espalhabilidade
a medida que a concentracdo de ambas as variaveis diminui. Tal fato corrobora com o
estudo de FIGIEL, TAL-FIGIEL & PLOCICA (2013), que 0 aumento da concentragdo
de lanolina na emulsdo cosmética a torna mais pesada, justificativa que também pode ser
aplicada ao acido estearico, podendo influenciar na viscosidade e afetar a facilidade de
espalhamento. Quanto ao grafico de superficie de resposta da viscosidade (Figura 27),
apresentou tendéncia de resposta semelhante em relacao a espalhabilidade. Pode-se notar
a elevacdo dos valores de viscosidade a medida em que a concentracdo das variaveis

independentes aumenta.

O teste de andlise de variancia indicou que apenas a variagao da concentracdo de
acido esteéarico afetou consideravelmente sobre a espalhabilidade com p = 0,0480
(p<0,05), ndo havendo influéncia estatisticamente significativa para a variacdo de
vaselina (p=0,1024) e lanolina (p=0,0638), além do efeito em conjunto entre eles. A partir
dos testes estatisticos foi demonstrado também que ndo houve efeitos significativos das
variaveis sobre o pH (Figura 28) e sobre a viscosidade.
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Figura 26 — Gréfico de superficie de resposta tridimensional em fun¢éo da espalhabilidade.
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Figura 27 — Gréfico de superficie de resposta tridimensional em funcéo da viscosidade.
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Figura 28 — Gréfico de superficie de resposta tridimensional em fungéo do pH.

Pode-se visualizar ainda na tabela 27 que as formulagbes obtidas mostraram
valores de pH que variaram entre 5,72 a 5,95. A pele apresenta um pH levemente acido
(4,0 — 6,0). Garantir o pH de um produto préximo a essa faixa evita irritacbes e reduz a
colonizacdo bacteriana, pois substancias que alteram esse pH podem danificar a barreira
da epiderme que servem como auxilio na protecdo bactericida e fungicida, além de
promover o ressecamento da pele e facilitar a entrada de substancias alérgenas
(MENDES, 2016; SCHNEIDER et al., 2007). Portanto, o total de 100% das formulacdes
preencheu o requisito de pH semelhante ao da pele e, portanto, adequadas a administracdo
cutanea.

Entre as bases de pomada, a niamero 8 foi escolhida, com a reducdo de 5% de
vaselina e de acido estearico e a adicdo de 10% de lanolina. Esta foi denominada como
B40 para dar a continuidade nos testes de estabilidade. Além de melhorar as
caracteristicas reologicas em relacdo a base prototipo, essa base chamou atencdo nos
aspectos visuais. A lanolina deixou a base com caracteristicas mais elegantes, passando
de uma apresentacdo opaca para uma com brilho. Fato bem observado apds a adi¢do do

ESA, em que a coloragéo ficou mais intensa (Figura 29).
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Figura 29 — Formulagéo prototipo (antes) e apos a sua otimizacéo (base n° 8).

A fim de comparar e identificar as diferencas da base prototipo B30 e a otimizada
B40, e elucidar uma possivel interacdo entre a lanolina e 0s outros componentes utilizados

na formulacéo, foi realizado Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR) (Figura
30).
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Figura 30 — Espectros na regido do infravermelho de B30, B40 e lanolina.

A analise do espectro do infravermelho da lanolina isolada mostra principais
bandas em 2918 (alongamento de hidroxilas O-H), 1727 (alongamento de carbonilas
C=0), 1455 (relacionada a CH3, CH2 e anéis aromaticos COOH), 1357 (vibra¢es C-N
de aminas), 1170 a 722 possivelmente relacionados a vibrag¢des do grupo C-O de ésteres,
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alcoois e acidos carboxilicos. As principais bandas caracteristicas da lanolina foram
observadas na respectiva formulacdo B40 (mistura B30 + lanolina). Os achados foram

sugestivos de auséncia de incompatibilidade.
5.4.2 Testes de centrifugacéo

A tabela 28 a seguir retine os dados do teste de centrifugacdo das bases de pomada
que foram estudadas B20, B30 e B40 (otimizada) utilizando diferentes concentracdes de
ESA (2,5%, 5% e 7,5%), além dos dois métodos de incorporacéo (dissolucéo e levigacao)
utilizados.

Tabela 28 — Eventos ocorridos ap0s centrifugacao das bases-teste.

Concentracdo de ESA Incorporacdo  Evento

Base

B21 2,5 Dissolucdo SF
B22 2,5 Levigacdo SF
B23 5 Dissolucéo SF
B24 5 Levigacdo SF
B25 75 Dissolucdo SF
B26 7,5 Levigacdo SF
B30 2,5 Dissolucéo E
B31 2,5 Levigacéo E
B32 5 Dissolucéo E
B33 5 Levigacéo E
B34 7,5 Dissolucéo CR
B35 7,5 Levigacdo CR
B40 2,5 Dissolucéo E
B41 25 Levigacéo E
B42 5 Dissolucéo E
B43 5 Levigacao E
B44 7,5 Dissolucéo PR
B45 75 Levigacdo PR

Legenda: CR = Cremac&o; E = Estavel; PR = Precipitacdo; SF = Separacao de Fases.

Na incorporacdo pelo método de levigacdo, o propilenoglicol foi usado como
cossolvente a fim de facilitar a incorporagdo do extrato seco. As formulages com
concentracgéo de 7,5% de ESA precisaram de maior quantidade de cossolvente para serem
incorporados na formulacdo e, com isso, a pomada apresentou caracteristicas mais
liquidas e menos estaveis. No processo de dissolucdo, foi usado agua como agente de
incorporagdo do extrato seco, porém, pelo mesmo motivo citado acima, ndo houve

estabilidade da formulag&o e sua consisténcia se tornou liquida.
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Ap0s a centrifugacao, observou-se que a adi¢do de 7,5% de concentracdo do ESA
ndo foi vidvel, pois ainda ocorreu precipitacdo do extrato seco e o evento de cremacao
nas diferentes bases testadas, sendo assim excluidos do estudo. As formulacbes B31, B33,
B41 e B43 contendo 2,5% e 5% de ESA, usando propilenoglicol na incorporacao,

apresentaram as melhores propriedades organolépticas e estabilidade preliminar.
5.4.3 Estresse térmico

O teste de estresse térmico foi realizado a fim de acompanhar o surgimento de
possiveis instabilidades fisicas nas formulagdes quando expostas ao calor. As alteragdes

apresentadas foram leves, moderadas ou intensas (Tabela 29).

Tabela 29 — Eventos ocorridos apds aumento gradual de temperatura das bases B30 e B40 e as

formulagGes contendo 2,5 % e 5% de ESA de vagens de L. ferrea.

Bases Temperatura
40°C 45°C 50°C 55°C 60°C

B30 E E E E E

B31 E E E LA 1A
B33 E E LA 1A 1A
B35 E LA LA 1A 1A
B40 E E E E 1A
B41 E E E E LA
B43 E E LA 1A 1A
B45 LA LA 1A 1A 1A

Legenda: E= estavel; LA= levemente alterado; |A= intensamente alterado.

De acordo com os dados obtidos, foi possivel observar que a formulacao B45 foi
a primeira que apresentou instabilidade a 40°C, seguido da B35 a 45°C, ambas contendo
ESA a 7,5%. Os eventos de desestabiliza¢cdo observados foram: a sedimentagéo, para as
formulacgdes B35 e B45, que € um fendmeno resultante da diferenca de densidade entre
as duas fases e consiste na migragcdo de uma das substancias para o fundo; e a cremacao,
com as substdncias que migraram para o topo das formulacBes, para as demais
formulacGes (LEITE; SILVA & DE SOUZA, 2018).

As bases B30, B40, B41 foram as que apresentaram maior resisténcia em

maiores temperaturas. Porém, se formos considerar que a temperatura maxima de um
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local seja cerca de 45°C podemos acrescentar, ainda, a B31, B33 e B43. Dentre as
formulagdes contendo a adicdo de ESA, a B41 (2,5% de ESA) foi a mais estavel, cuja
resisténcia permaneceu até 55°C. Diferentemente da B31, esta formulagdo contém
lanolina, o que pode ter favorecido a emulsificacdo do extrato seco na base. A fim de
comparagdo, foram selecionadas as formulagcbes B31l, B33, B4l e B43 para o

prosseguimento dos estudos.

5.4.4 Testes fisico-quimicos
5.4.4.1 Analises de pH, espalhabilidade e viscosidade

As pomadas que se permaneceram estaveis nos testes de centrifugacdo e de
estresse térmico foram avaliadas e comparadas através de andlises de pH,

espalhabilidade e viscosidade. Os resultados estdo descritos na tabela 30.

Tabela 30 — Valores de pH, espalhabilidade e viscosidade obtidos no momento ap6s as

formulaces.

Formulagéo % ESA pH Espalhabilidade (Ei) Viscosidade
Xts (mm?) Xts
X*s
B30 Branco 6,00 +0,18? 2,69 +0,21° 23,4218 + 3,30°
B31 2,5% 5,46 + 0,08° 2,83 +0,00° 55,5520 + 3,84°
B33 5,0% 5,03 + 0,04¢ 3,38 +0,12% 64,9118 + 1,84°
B40 Branco 5,63 +0,02° 3,14 + 0,00% 27,8263 + 5,18%
B41 2,5% 5,19 £ 0,07¢ 3,30 £ 0,23® 39,0705 + 1,03¢
B43 5,0% 5,06 +0,01° 3,81 +£0,49° 34,2148 + 3,34

*Médias seguidas das mesmas letras ndo se diferem entre si, segundo o teste de Tukey (p<0,05).

Quanto as formulagbes apresentadas na tabela acima, indicam pH dentro da faixa
adequada para pele. Ao comparar a base B30 com a B40, a adi¢éo de lanolina causou
um efeito significativo na reducdo do pH, mas ainda assim manteve-se dentro da faixa
ideal. Entre as formulacdes B41 e B43 ndo houve diferenca significativa (p>0,05) ao
aumentar a quantidade de ESA, porém nota-se que entre a formulagéo B31 (2,5% ESA)
e B33 (5% ESA) quanto maior a concentracdo do agente ativo, o pH tende a diminuir.
Pode-se justificar esse acontecimento se devido ao fato de que a L. ferrea possui uma
grande quantidade de taninos, que sdo compostos fendlicos — substancias com um ou
mais aneis aromaticos ligados a um radical hidroxila, de carater acido (FRIEDMAN &
JURGENS, 2000; OLIVEIRA, 2011).
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Visto que a eficécia da terapia topica esté relacionada a aplicacdo do medicamento
em camada uniforme sobre a pele lesada para garantir a dose padrdo do principio ativo e
visto que essas areas lesionadas costumam ser doloridas e sensiveis, uma formulacéo
desenvolvida para tratar lesées ndo pode exigir muita forca para se espalhar. Portanto, a
determinacdo do fator de espalhabilidade é um parametro importante para o
desenvolvimento de um produto semissélido topico, uma vez que indica a facilidade que
a formulacdo tem de espalhar e abranger determinada area (GARG, A; AGGARWAL;
GARG & SINGLA, 2002).

Pela visualizacdo no grafico (Figura 31), nota-se que a preparacdo que se destaca
com a melhor espalhabilidade é a B43 com o Ei= 3,81 (p<0,05), cuja formulag&o possui
lanolina e 5% de ESA incorporado com uma maior quantidade de propilenoglicol,
entregando maior emoliéncia para formulacéo, seguido da B33 que também possui maior
quantidade de propilenoglicol. A formulacdo B41, com o peso a partir de 600g, se mostra
tdo espalhavel quanto a B33. A B31 com 2,5% de ESA se mostrou com menor
espalhabilidade entre todas. Em se tratando dos brancos, a B40 se demonstrou melhor
significativamente (p<0,05) que a base B30, cuja formulacdo ndo possui adicdo de
lanolina. Assim, a referida base otimizada atendeu as expectativas iniciais do beneficio
da lanolina de melhorar a sua espalhabilidade.

Espalhabilidade
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Figura 31 — Espalhabilidade das formulagGes (por 100g) em funcdo do peso adicionado.

No que se refere a viscosidade, esta é a medida da resisténcia do fluxo de um
sistema apos a aplicagcdo de um estresse (THOMPSON, E. J. & DAVIDOW, W. L, 2013).
Diante da tabela 25, identificou-se que a adi¢cdo de ESA de juca na base protétipo B30
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conferiu maior grau de viscosidade para as formulagcfes B31 e B33, tendendo a uma maior
consisténcia para uma maior quantidade de extrato seco. No entanto, nota-se que este
problema foi contornado na formulacao otimizada B40 contendo lanolina, ao observamos
que a viscosidade foi consideravelmente menor mesmo apos a incorporacao do ESA.

Para o estudo reoldgico, foram plotados valores da deformacéo ao longo do tempo
para uma tensdo constante. As amostras exibiram comportamento de fluxo néo-
newtoniano, ndo obedecendo as leis de Newton para o comportamento dos fluidos, na
qual a viscosidade € constante. Nesse caso, em todas as amostras ocorreu uma diminuicéo
da viscosidade através da aplicacdo da forca de tensdo, o que corrobora com a literatura,
em que THOMPSON, E. J. & DAVIDOW, W. L, (2013), aponta que a viscosidade
desses sistemas ndo € constante e depende da tensao de cisalhamento ou forca aplicada.
Entre os fluidos ndo-newtonianos, pode-se distinguir dois grupos de comportamentos
reoldgicos: comportamentos dependentes da variacdo de taxa de cisalhamento e
comportamento dependente do tempo. Quando, na execu¢do de um reogramas, a curva
de fluxo de aumento da tenséo de cisalhamento ndo coincide com a curva de fluxo de
diminuicdo de tensdo de cisalhamento, temos um comportamento tipicamente
dependente de tempo (FRANCO, 2014).

A partir dessa relacdo, pode-se ainda avaliar o tipo de fluido em questdo, como o
tixotrépico e o reopético. Os fluidos tixotropicos apresentam uma diminuicdo da
viscosidade com o tempo, enquanto os fluidos considerados reopéticos apresentam um
comportamento oposto, com o aumento da viscosidade (FERREIRA et al., 2005).

Produtos que apresentam caracteristicas tixotropicas tendem a ter maior vida de
prateleira, pois durante o armazenamento, estes apresentam viscosidade constante, o que
impede que os constituintes da formulacdo se separarem. Especula-se ainda que a
tixotropia pode favorecer a penetracdo das substancias ativas na pele. Além disso, essa
caracteristica é de grande interesse na obtencdo de um produto, pois as formulacdes se
deformam durante a aplicacéo, se tornando mais fluidas e facilitando o espalhamento.
Este fenbmeno, conhecido por histerese, pode ser quantificado como a area entre as
curvas de fluxo, e, quanto maior a area compreendida entre as curvas, maior o efeito
tixotropico. No entanto, esta condi¢do pode ou néo ser benéfica, visto que uma area de
histerese muito baixa pode acarretar uma baixa espalhabilidade do produto néo

permitindo uma distribuicdo uniforme sobre a pele, ou muito elevada para que o produto
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ndo escorra apds a aplicacdo (GONCALVES & CAMPOS, 2009; MARTIN, 1993;
MENDONCA et al., 2009).

A figura 32 mostra o comportamento da viscosidade em funcéo do tempo, sob
taxa de cisalhamento constante. Pode-se observar que todas as formulagdes apresentaram
comportamento tixotropico, sendo que as formulagdes com a adi¢do de lanolina se
mostraram mais estaveis durante o processo, ao contrario das demais que apresentaram
medi¢des oscilatorias. De acordo com os resultados da média das areas de histerese na
tabela 31, conclui-se que a amostra que se apresentou menos tixotropica foi a B30
(protétipo) e ao comparar com a base otimizada B40, observou-se que a adi¢cdo de
lanolina na formulacdo, alterou a area de histerese significativamente, contribuindo para
um aumento da tixotropia, e conferindo, portanto, o aumento de espalhabilidade e logo
consequentemente estabilidade.

A concentracdo influenciou diretamente no comportamento dependente do
tempo. A amostra B41 se demonstrou com maior area de histerese (Figura 33) e

estatisticamente diferente em relagdo a todas as formulagdes.

Tabela 31 — Area de histerese das formulagdes.

Amostra Area de loop de histerese (x) (Pa/s)
B30 3724°¢
B31 16601
B33 240422
B40 15282%¢
B41 305272
B43 10054%

*Meédias seguidas das mesmas letras ndo se diferem entre si, segundo o teste de Tukey (p<0,05).
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5.4.5 Polifenois totais e Atividade antioxidante

Extratos com potencial antioxidante podem ser benéficos como componentes
bioativos em produtos topicos, uma vez que 0 estresse oxidativo € um dos principais
mecanismos para o envelhecimento da pele. Os radicais livres estdo envolvidos na
estimulagdo de metaloproteinas matriciais que ativam enzimas que causam a degradacao
do colageno e da elastina no tecido, alguns estudos mostram que compostos fendlicos, tal
como o acido galico, presente no juca, possui a atividade anti-colagenase e anti-elastase
(MOREIRA et al, 2019). Espécies radicalares podem causar outros disturbios
dermatoldgicos, como perda de dgua na barreira epidérmica causando ressecamento, e
ainda inflamacdo epitelial pela perodixacdo lipidica. Logo, como solucdo para estes
problemas, os compostos fenolicos podem contribuir significativamente para tratar ou
prevenir essas condicdes, além de participarem na atividade protetora solar, pois possuem
cromdforos em sua estrutura que impedem a absorcdo de radiagdo ultravioleta (UV)
(BARROSO et al., 2014; DE LIMA CHERUBIN FIGUEROA-ROBLES; ANTUNES-
RICARDO & GUAJARDO-FLORES, 2020). Tendo em vista a atuacdo dos radicais
livres na pele e a importancia dos compostos fendlicos no processo, as formulacdes foram
comparadas quanto ao teor de polifenois totais e atividade antioxidante (radical DPPH) e
os resultados estdo dispostos na tabela 32.

Tabela 32 — Valores de fendis e atividade antioxidante.

Formulagéo % ESA Fendis totais (%) DPPH
(ug eq Ac. galico/mL) X*S
Xts
B31 2,5% 2,47 0,13 28,58 + 5,47%
31,14 + 1,24
B33 5,0% 2,84 +0,16% 38,99 + 2,80°
34,61 + 1,49%
B41 2,5% 2,40 + 0,26° 23,90 + 3,80°
30,48 + 2,37°
B43 5,0% 3,18 +0,15° 38,15 + 3,68°
37,75+ 1,412
Fitoscar® 5,0% 2,20 +£0,10¢ 24,86 + 4,08°
28,67 +0,89°

*Meédias seguidas das mesmas letras ndo se diferem entre si, segundo o teste de Tukey (p<0,05).

De acordo com os dados obtidos, a formulagdo B43 contendo 5% de extrato seco
destacou-se por apresentar o maior teor de fendis totais, cerca de 37,75 pg equivalentes

ao acido galico/mL. Ao comparar com B33 (34,61 g eq &c. galico/mL) que ndo contém
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lanolina, notou-se que houve efeitos significativos (p<0,05), concluindo-se o possivel
efeito benéfico do adjuvante na formulacdo, apesar de ndo demonstrar diferencas

significativas na atividade antioxidante.

No ensaio DPPH, todas as formulagbes demonstraram capacidade antioxidante
in vitro, podendo ter acdo para proteger a pele contra danos causados pelo estresse
oxidativo, sequestrando cerca de 23,90 a 38,99% dos radicais livres quando empregado
na concentracdo de 1 pg/mL. As formulagdes com ESA de juca a 5% tiveram valores
superiores do que as contendo 2,5%, inclusive da pomada comercial Fitoscar® utilizada

como controle no experimento.
5.4.6 Atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus.

Diante dos possiveis eventos de colonizacdo bacteriana e infeccdo que podem
ocorrer e comprometer 0 processo de cicatrizacdo no tratamento de feridas, foi
investigada a atividade antimicrobiana das diferentes formulagdes contendo ESA de juca.
As formulagOes B31, B33, B41, B43, bem como uma pomada comercial para tratamento
de feridas foram testadas e capazes de inibir as duas espécies de S. aureus (Figura 34).

Figura 34 — Zona de inibigdo das formulagGes contra Staphylococcus aureus resistente a

meticilina (A) e Staphylococcus aureus (B).
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Tabela 33 — Atividade antimicrobiana das formulac@es contra Staphylococcus aureus.

Diametros dos halos de inibicdo (mm)

Média + DP
Formulagéo S. aureus S. aureus (MRSA)
ATCC 29213 ATCC 43300
Halo de inibicéo (%) CIM Halo de inibicéo (%) CIM
(Hg/mL) (Hg/mL)
B31 17,33+ 0,522 50 18,33 £ 0,522 100
B33 19,00 + 0,89% 25 20,33 £0,52° 50
B41 17,33+ 0,522 100 18,67 £ 0,522 100
B43 20,00 + 0,89° 25 22,33 +0,52h° 25
Pomada comercial 25,33 £ 0,58° 0,78125 25,33+ 0,524 25
Vancomicina 17,50+ 0,71 0,78125 - -
Oxacilina - - <10 mm 25

*Médias seguidas das mesmas letras na linha ndo diferem entre si, segundo o teste Tukey (P<0,05).

Considerando as formulages com lanolina e sem lanolina, observou-se que o
adjuvante nédo causou efeito significativo (p>0,05) entre as formulagfes contendo 2,5%
de ESA de juca (B31 e B41) para as duas espécies. Entretanto, notou-se um possivel efeito
benéfico da lanolina entre as formulacGes contendo 5%, apresentando assim maior
atividade antibacteriana para a formulacdo B43 (contendo lanolina) com halo de inibigédo
de 20 mm e CIM de 25 pg/mL frente a S. aureus ATCC 29213.

Frente a espécie Staphylococcus aureus resistente a meticilina (B) ATCC 43300,
foi detectado a resisténcia a oxacilina caracteristico da espécie. De acordo com a CLSI
M100-S15 (2005), qualquer crescimento discernivel dentro do halo de inibicdo é
indicativo de resisténcia. Ao testar a pomada comercial, bem como as formulacfes
contendo extrato seco de L. ferrea foram identificados ainda crescimentos leves dentro
do halo de inibicdo, deste modo a acdo antibacteriana das formulagdes foi mais efetiva
contra o Staphylococcus aureus ATCC 29213.

A base utilizada nesse estudo apresentou melhor performance in vitro ao comparar
com o estudo de BARAKAT (2011), com as formulagdes em gel Carbopol® que foram
preparadas com 2,5%, 5% e 7,5% de ESA de juca e apresentaram halos de inibicdo de 8

mm, 7 mm e 5 mm respectivamente para as concentracfes durante 24h de incubagéo.
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5.4.7 Ciclo gelo-degelo (estudo de estresse)

As formulacdes B30, B31, B33, B40, B41 e B43 se mantiveram em variacao de
temperatura durante 28 dias. De acordo com as caracteristicas organolépticas, no final do
ciclo, as formulagdes B30, B40, B41 e B43 apresentaram-se aparentemente homogeéneas,
com odor caracteristico e aspecto brilhoso durante todo o periodo de armazenamento. Ja
as amostras sem a adi¢do de lanolina, B31 e B33, apresentaram precipitados de coloragédo

marrom provenientes do ESA de vagens de juca, sugerindo instabilidade.
5.4.7.1 pH

De acordo com os resultados (Tabela 34; Figura 35), foi possivel observar que
a maioria das amostras estiveram com o pH dentro da faixa adequada para pele (4,0 —

6,0) durante todo o periodo do teste, exceto a base B30 (sem o ativo) no 28° dia.

Tabela 34 — Andlise de pH das formulagdes durante 28 dias de armazenamento.

pH (x £ s) / Dias

Formulacdes DO D1 D7 D14 D21 D28
B30 6,00+0,17 598+0,11 584+0,27 6,00+0,31 592+0,19 6,16+0,10
B31 5/46+0,08 530+0,07 528+0,04 544+0,03 517+£0,14 5,26+0,07
B33 5,03+0,04 508+0,05 502+0,03 512+0,08 4,97+0,05 5,01+0,04
B40 578+0,77 552+0,21 565+0,06 588+0,04 544+0,16 5,66+0,19
B41 5,19+0,07 5,16+0,08 510+0,02 531+£0,01 515+0,09 5,24+0,04
B43 506+001 505+0,05 498+0,07 502+0,09 487+004 4,97+0,08

65 CICLO GELO-DEGELO: pH

6,00
—— B30

5,75
B31
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0 "
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—0—B43
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Figura 35 — Variacao do pH das formulacdes durante o ciclo gelo-degelo.



5.4.7.2 Espalhabilidade
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A determinacdo da espalhabilidade foi realizada a fim de acompanhar possiveis

alteracdes na capacidade do espalhamento das formulag¢6es durante o periodo de 28 dias

e os resultados estdo dispostos na tabela 35.

Tabela 35 — Andlise de espalhabilidade das formulagdes durante 28 dias de ciclo.

Formulacdo Espalhabilidade (mm?)
Inicial 7 14 21 28
B30 314,0000 268,6663 268,6663 314,0000 329,8963
B40 314,0000 314,0000 362,8663 314,0000 314,0000
B31 254,3400 188,5963 283,385 298,4963 314,0000
B33 314,0000 314,0000 362,8663 314,0000 329,8963
B41 314,0000 379,9400 379,9400 314,0000 314,0000
B43 572,265 510,4463 510,4463 452,1600 490,6250

Como observado na figura 36, as formulagdes tiveram a tendéncia de perder a

capacidade de espalhamento a partir do 14° dia, no entanto, apos esse evento, mantiveram-

se com um comportamento constante, essa variacdo se deve as diferencas bruscas de

temperaturas durante o ciclo. As formulacdes contendo ESA de jucad com maiores valores

de espalhabilidade durante todo o ciclo gelo-degelo foram a B43, seguido da B41 e B33,

0 que pode possibilitar, entre as outras, melhor espalhamento sobre o tecido cutaneo.
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Figura 36 — Variacdo da espalhabilidade das formulagdes durante o ciclo gelo-degelo.
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5.4.7.3 Densidade aparente

A densidade é representada pela relagdo entre a massa de uma substancia e o
volume que ela ocupa, e esta relacionada a capacidade do recipiente (BRASIL, 2004). As
formulacdes foram caracterizadas quanto a densidade e os resultados estdo dispostos na
Tabela 36, mostrando que esse parametro ndo apresentou variagdes expressivas mesmo
sob situacdo de estresse. As formulacGes se mantiveram dentro de um padréo, entre a
faixa de 0,22 a 0,24 g/cm3. Visto isso, 0 teste ndo foi continuado na estabilidade

acelerada.

Tabela 36 — Andlise da densidade das formulacGes durante 28 dias de ciclo.

Formulagéo Densidade (g/cm?)
Inicial 7 14 21 28
B30 0,2330 0,2407 0,2373 0,2152 0,2311
B40 0,2263 0,2200 0,2263 0,2275 0,2246
B3l 0,2241  0,2299  0,2292 02308  0,2285
B33 0,2214 0,2397 0,2166 0,2175 0,2308
B41 0,2241 0,2308 0,2241 0,2168 0,2234
B43 0,2242 0,2322 0,2242 0,2405 0,2264
5.4.7.4 Viscosidade

As formulagbes B31 e B33 apresentaram 0s maiores valores de viscosidade,
apresentando uma maior consisténcia no inicio e ao fim do ciclo. Em geral, a maioria das
formulagGes apresentaram diminuicao da viscosidade apds o ciclo. As formulacbes B40,
B41, B43 mostraram valores proximos aos iniciais (Tabela 37). Essa condicdo pode estar
relacionada a adi¢do de lanolina, um emulsificante capaz de absorver agua, além de
possuir propriedades lubrificantes e de emoliéncia, e que pode ter resultado na sustentagdo
do efeito de hidratacdo durante o armazenamento e prevenido o ressecamento das
pomadas (SCHLOSSMAN & MCCARTHY, 1978; THOMPSON, E. J. & DAVIDOW,
W. L, 2013).



Tabela 37 — Analise da viscosidade das formulacdes inicio e apds os 28 dias de ciclo.

Formulacgdo Viscosidade (Pa.s)
Inicial Final
B30 20,195 + 2700 18,701 + 381
B31 57,619 + 1772 51,635 + 5883
B33 65,445 + 2259 51,257 + 426
B40 36,294 + 1981 36,106 + 412
B41 37,462 + 1742 38,571+ 748
B43 40,071 + 2924 33,384 + 1653

5.4.8 Estabilidade acelerada

5.4.8.1 pH, espalhabilidade e viscosidade
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As trés formulagdes (B40, B41 e B43) que passaram na estabilidade preliminar,

seguiram para a estabilidade acelerada a fim de selecionar uma formulacdo estavel e

estimar seu tempo de prateleira. A base branca B40, sem o agente ativo, foi utilizada

como controle.

Com o objetivo de detectar possiveis alteracdes no aspecto, cor e odor das

amostras, foram realizadas as andlises dos aspectos organolépticos (Tabela 32). Durante

a realizacdo do teste de estabilidade, a cor e odor e aparéncia de todas as amostras

mantiveram-se inalterados para até 30 dias em temperatura ambiente. O armazenamento

atemperatura mais elevada em estufa mostrou que o aquecimento afetou as caracteristicas

do controle e das pomadas com o ESA de juca, apresentando uma leve modificagdo da

aparéncia com liquefacdo da base, ndo sendo recomendada o0 armazenamento nessas

condicGes. Além disso, observou-se que para a formulacdo B43, ocorreu leve modificacéo

no aspecto (liquefacdo) tanto para a temperatura ambiente quanto a estufa.
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Tabela 38 — Aspectos organolépticos das formulacdes durante periodo de 90 dias.

B40
Condicéo Temperatura Ambiente Geladeira Estufa
Dias 0 7 15 30 60 9 O 7 15 30 60 9 O 7 15 30 60 90
Aparéncik. N N N N N LM N N N N N N N N N N LM LM
Cor N NN N N N NNNNNNNNNN LM LM
Odor N NN N N N NNNNNNNNNNN N
B41
Temperatura Ambiente Geladeira Estufa
Dias 0O 7 15 30 60 90 0 7 15 30 60 9 O 7 15 30 60 90
Apartncia N N N N N LM N N N N N N N N N N LM LM
Cor N NN N N N NNNNNNNDNNNN LM LM
Odor N NN N N N NNNNIDNNNNNNN N
B43
Condicdo ~ Temperatura Ambiente Geladeira Estufa
Dias 0 7 15 30 60 9 O 7 15 30 60 9 O 7 15 30 60 90
Aparéncia N N N N LM LM N N N N N N N N N N LM LM
Cor N NN N LM LM NNNNNNNNNN LM LM
Odor N NN NN LM NNNNNNNDNNNN LM LM

Legenda: N — normal; LM — levemente modificado.

Visto que 0 manto acido da pele é importante tanto para a formacéo de barreira de
permeabilidade quanto para a defesa antimicrobiana cuténea, e, fatores exégenos como
aplicacdo de produtos topicos podem influenciar no pH da pele, foi avaliada a variacdo
de pH das formula¢des em funcdo do tempo de 3 meses de estocagem. Diante os dados
da tabela 39 e a partir das figuras 37 a 39 observa-se que o pH de todas as formulagdes se
manteve mais estabilizado em geladeira (8°C). Quando armazenadas em temperatura
ambiente (25°C) e principalmente em estufa (40°C), a partir do periodo de 30 dias ocorreu
queda continua do pH. Porém, ainda assim, esteve dentro da faixa adequada para pele
(4,0 — 6,0). O pH da formulacdo B40 variou de 4,72 a 5,81, para B41 de 4,65 a 5,23 e
para B43 de 4,47 a 4,90 durante 3 meses, 0 que ainda pode ser adequada para aplicagédo
topica.

Isto pode ser benéfico do ponto de vista antimicrobiano, visto que um pH da pele
mais alcalino, geralmente acima de 6,0, facilita a colonizacdo de bactérias patogénicas
humanas e as chances de seu desenvolvimento é reduzido por um valor de pH inferior. O

mesmo se aplica aos fungos, como a Candida albicans, cujo valores de pH mais altos
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promovem um supercrescimento na pele (SCHMID-WENDTNER & KORTING, 2006;
SCHNEIDER et al., 2007). Além disso, as amostras permaneceram em pH &cido,

sugerindo que a base é ideal para a estabilidade dos compostos fendlicos presentes no

ESA de juca.

Tabela 39 — Anélise fisico-quimico de pH e espalhabilidade das formula¢des durante periodo de

90 dias.
Dia 0
25°C | 25°C
5,70 5,62
512 512
4,90 4,83

Dial

8°C

Analises fisico-quimicas das formulagGes durante periodo de 90 dias.

40°C

4,83

25°C

511

Dia 7

8°C

5,60

5,05

4,82

40°C

Duragdo (média)

15 dias

25°C 8°C 40°C

pH

5,68 5,79 5,62

5,04 5,13 4,91

4,84 4,86 4,73

Espalhabilidade (mm?)

362,86 314,00 314,00 397,41 346,19 346,19 362,87 329,90 329,90 379,94

314,00 362,87 314,00 379,94 379,94 346,19 362,87 362,87 346,19 346,19

452,16 433,52 433,52 452,16 397,41 397,41 43352 452,16 490,63 452,16

25°C

346,19 346,19 314,00 314,00 268,67 471,20

346,19 362,87 314,00 283,39 268,67 | 329,90

346,19 362,87 314,00 314,00 268,67 471,20

30 dias

8°C

4,85

40°C

4,86

4,66

25°C

4,89

60 dias

8°C

4,81

40°C

4,74

25°C

4,72
4,78

4,67

452,1
2833
9

452,1

90 dias
8°C 40°C
5,45 4,76
4,74 4,65
4,69 4,47

314,00 ' 490,63

329,90 | 329,90

314,00 = 490,63
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CICLO GELO-DEGELO B40: pH

5,95
5,70 —=@==Temperatura
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- 5,45
QS,ZO =@ Geladeira
4,95
=@=Estufa
4,70
0 1 7 15 30 60 90

Dias

Figura 37 — Variagdo do pH da formulagéo B40 durante a estabilidade acelerada de 90 dias.

CICLO GELO-DEGELO B41: pH

5,50
5,25 ==@==Temperatura
Ambiente

- 5,00 =@==Geladeira
o

4,75

==@==[Estufa
4,50
0 1 7 15 30 60 90
Dias

Figura 38 — Variagdo do pH da formulagdo B41 durante a estabilidade acelerada de 90 dias.

CICLO GELO-DEGELO B43: pH

5,15
4'90 =—=@==Temperatura
jé_ Ambiente
4,65 =@ Geladeira
4,40
0 1 7 15 30 60 90
Dias

Figura 39 — Variacao do pH da formulacdo B43 durante a estabilidade acelerada de 90 dias.

A fim de avaliar possiveis alteracbes nas caracteristicas reolégicas das
formulacBes foram realizados testes de espalhabilidade e viscosidade. Quanto a
espalhabilidade, a representacdo grafica em funcdo do peso aplicado revelou
comportamentos distintos das formulagfes nas diferentes condi¢bes a que foram
submetidas (Figura 40). Conforme a tabela 39, para a base B40, houve redugdo da
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espalhabilidade & temperatura ambiente do dia 0 (362,86 mm?) ao periodo de 90 dias
(283,3550 mm?), percebe-se que apresentou uma melhor estabilidade até o dia 30 (346,19
mm?). Quando armazenada & temperatura ambiente, a formulacio B41 também
apresentou melhores caracteristicas de espalhabilidade até 30 dias (362,86 mm?). A
formulacdo B43 manteve espalhabilidade em temperatura ambiente, porém apresentou
queda de espalhabilidade a partir de 30 dias para condicdo em estufa e geladeira. Em
geral, 0 armazenamento a temperatura mais elevada (estufa) mostrou que o aquecimento
a partir de 30 dias afetou as caracteristicas iniciais, apresentando ressecamento da base e
influenciando diretamente na espalhabilidade. Quando armazenadas em geladeira, houve
caimento da espalhabilidade devido a mudanca nos aspectos das pomadas, com perda de

emoliéncia e endurecimento.

B40: Temperatura Ambiente B40: Estufa B40: Geladeira
- __ 600 _ A
T3 § & 350
E £ 500 g 0
Em E E 30
;; 25 T u
o 3 T3
50 :, 20
! £ < 100
T T 100 2 50

2 4 § 8 1 1 14 2 4 5 8 1000 12 14 2 5 8 1 1 14
Peso adicionadog) Peso adicionado (g Pesp adicionado(g)
——00 —-D1 o7 D15 —e—D030 —e—DG0 —e—D30 ——D0 —-DI o D15 —e—D30 —e—D60 —e—D30 ——D0 —-Dl o 015 —e—D30 —e—DG0 —e—D%0
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Figura 40 — Avaliacdo da espalhabilidade das formulagdes B40, B41 e B43 armazenadas em
diferentes condicGes (temperatura ambiente, estufa e geladeira) durante a estabilidade acelerada

de 90 dias.
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Diante da tabela 40, pode ser observado que a viscosidade da formulagdo B40 que
manteve numa faixa estavel a temperatura ambiente de 27,83 até 31,62 Pa/s, na geladeira

a 8°C de 29,83 a 31,53 Pa/s, e houve uma perda de viscosidade quando armazenada a
40°C do 15° (28,63 Pa/s) ao 30° dia (24,59 Pa/s), porém ap0s tratamento estatistico ndo
houve diferencas significativas para nenhum dos dias e condi¢des analisadas. Paraa B41,
houve diferenca significativa (p<0,05) de viscosidade somente quando submetida na
condicdo de temperatura a 40°C (estufa). Quanto a formulacdo B43, durante os 30 dias

ndo houve diferenca significativa da viscosidade nas diferentes condi¢des estudadas (8°C,

25°C e 40°C), pode ser devido a lanolina e o propilenoglicol em maior quantidade nesta

formulacdo, agindo na sustentacéo do efeito de hidratacdo e induzindo viscosidade. Os

ativos hidratantes que agem por umectacdo, como o propilenoglicol, é responsavel por

diminuir a perda transepidermal de dgua e garantir maior estabilidade (THOMPSON, E.

J. & DAVIDOW, W. L, 2013).

Tabela 40 — Viscosidade das formulag¢6es durante periodo de 30 dias.

Viscosidade Dia0 Dial Dia7 Dia 15 Dia 30
(Pa.s)
Temperatura 25°C  25°C  8°C  40°C  25°C  8C  40°C  25°C  8C  40°C  25°C  8°C  40°C
B40 2783 3162° 2083 B3150° 2634° 30,38° 30,63 2839 30,25° 28,63 27,14° 3153° 24,50°
18 2277 558 1161 346 006 4414 4139 4166 4398 +118 +155 +1,60
B41 40,17° 4252° 39,88° 46,91° 38,62° 3982° 47,49° 36,35° 39,03° 4588° 36,06° 34,93 50,970
+185 +1,07 +191 4279 +1,90 +1092 +323 180 031 19 ip03 pgo 482
B43 3421° 36,87° 37,12° 38,94° 3468° 3631° 31,90° 3526° 3692° 32,60° 33,098 3579° 3886°
334 L2 43op 329 $003 346 2070 #133 462 328 2052 201 4249

5.4.9 Avaliacéo de fendis totais

Conforme GIL (2008) entre os principais problemas que ocorrem durante a

estabilidade de formulacdes semissdlidas, além da perda de consisténcia e endurecimento,

é a decomposicdo quimica. A caracterizacdo quimica € fundamental na criacdo de

estratégias de desenvolvimento tecnoldgico, nos quais 0 processo requer a conservacao
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da composicao quimica e, indispensavel para o planejamento e monitoramento das acdes
de transformacdo tecnoldgicas e para estudos de estabilidade dos produtos intermediarios
e final. Isto permite a avaliacdo da qualidade do produto fitoterapico e a garantia da
constancia da acéo terapéutica (KLEIN, 2010; SONAGLIO, D. et al., 2001).

Visando verificar a concentracdo de ativos ao final das diferentes condigdes de
armazenamento, foi realizada o teor de polifendis no final de 3 meses. Observou-se a
reducdo significativa (p<0,05) do conteudo de compostos fenolicos para todas as
condi¢Bes impostas sobre a B41, com redugdo de 16,94% do teor em temperatura
ambiente, 14,11% em estufa e 16,41% em geladeira. Ja para a B43, ndo houve diferenca
significativa quando armazenada em temperatura ambiente, com perda de 1,71% em
relacdo ao valor inicial. O estudo evidenciou que o armazenamento sob 8°C a 15°C (perda
de 21,69%) e sob 40°C (perda de 20,28%) interferiram na estabilidade dos compostos,
este fato pode estar relacionado a alteragcBes quimicas como hidrélises, oxidagcdo ou
polimerizacdo de fenois livres (SIMOES et al., 2010).

Tabela 41 — Teor de polifendis totais (PFT) em mg/g eq. Ac. Galico das formulagdes no inicio e
fim da estabilidade de 90 dias.

Teor de polifendis totais (PFT)

Dia da analise / Condi¢do B41 B43
Xts X*s
Dia 0 (Temperatura ambiente) 6,06 +0,05% 7,13 £0,192
Dia 90 (Temperatura ambiente) 5,03 +0,07¢ 7,01 +0,062
Dia 90 (Geladeira) 5,06 +0,08 5,58 + 0,05°

Dia 90 (Estufa) 5,21 +0,09° 5,68 +0,00°
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5.4.10 Espectroscopia na Regido do Infravermelho das formulagdes
contendo ESA de L. ferrea

110 ] [ B40|| B41][— B43
| ESA L. ferred
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Figura 41 — Espectro na regido do infravermelho das formulagdes contendo ESA de juca.

Na analise do espectro do infravermelho (Figura 41) da pomada B40 mostra
principais bandas em 3346 (vibracbes de hidroxila O-H e estiramento C-H), uma forte
absorcdo em 2936 (alongamento de carbonila C-H), 1646 (alongamento de carbonilas
C=C), 1455 (relacionada a CH3, CH2 e anéis aroméaticos COOH), 1446 (vibracdes C-N
de aminas) e 1371 a 668 possivelmente relacionados a vibra¢des do grupo C-O de ésteres,
alcoois e &cidos carboxilicos. Tais grupos podem ser atribuidos a presenca de adjuvantes
derivados de hidrocarbonetos na formulacdo, caracteristico da vaselina, lanolina, alcool
cetoestearilico e propilenoglicol.

Além disso, o espectro de FTIR mostra que ndo houve alteracdo nos picos
principais do ESA de L. ferrea puro e ap0s sua mistura com os componentes da base de
pomada B40, como observa-se em B41 e B43, contendo respectivamente 2,5 e 5% de
ESA de juca.



5.4.11 Citotoxicidade

114

As formulacdes que seguiram estaveis durante o teste de estabilidade B40, B41 e

B43 foram avaliadas perante teste de citotoxicidade e comparadas com um fitoterapico

cicatrizante comercial Fitoscar®. A pomada foi avaliada a partir de testes em cultura de

células com fibroblastos humanos MRC-5. Os dados obtidos estdo dispostos na tabela a

sequir.

Tabela 42 — Viabilidade celular das formulagoes.

Concentragéo B40 B41 B43 FITOSCAR®

(Mg/mL) Xts Xts Xts Xts

100 66,5774 £ 2,722 34,3394 + 3,60° 48,1633 + 2,70° 56,5536 * 3,74°

50 72,6133 + 3,042 78,1350 + 3,12° 73,0467 +£5,43° 78,3771 +1,06°

25 85,9070 + 3,012 84,3360 + 3,81% 84,3619 + 3,19 84,6586 + 5,89*

12,5 91,5926 + 1,212 96,2341 + 3,51° 93,3540 + 3,88° 95,5937 + 4,28

6,25 95,4691 + 3,48% 08,9945 + 1,262 99,1514 + 1,23 98,6447 + 5,09%

3,125 106,4453 £ 2,17¢  103,1460 + 3,21* 98,4354 + 2,74*  104,7838 + 4,91*

1,5625 107,1896 + 3,82*°  107,3350+ 1,19*  105,7455 + 3,08*  105,8068 + 4,37%

*Médias seguidas das mesmas letras na linha ndo diferem entre si, segundo o teste Tukey

(P<0,05).

De acordo com os dados obtidos na tabela 42, houve diferengas significativas

somente das amostras na maior concentracdo (100 pg/mL), sendo a viabilidade do branco

maior que 0s sem 0 agente ativo. Porém, observa-se que em todas as demais

concentracdes ndo houve diferencas significativas entre as formulagcbes e o controle. A

figura 42 mostra que o branco e as formulagdes contendo ESA de juca apresentaram

valores satisfatorios nas concentracdes inferiores a 25 pg/mL, pois ndo foram capazes de

induzir dano em MRC-5, apresentando viabilidade celular superior a 80%.
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Figura 42 — Viabilidade das formulacdes contendo ESA de juca.

5.4.12 Adaptacbes do meétodo analitico para o doseamento da formulacéo
semissdlida de L. ferrea por CLAE

A presenca dos marcadores quimicos nas pomadas foi avaliada apenas
qualitativamente, onde foi identificado os picos do acido galico e elagico nos
cromatogramas. A figura 43 mostra a presenca de um pico em torno de 6 minutos para o
acido galico e de um grande pico em torno de 27 min., mesmo Tr do acido elagico. Ao
comparar o cromatograma obtido do branco, formulagdo sem a adicdo do extrato, e 0
cromatograma da formulacdo contendo o ativo, observa-se a presenca de algum dos

componentes da base utilizada para a produgé@o da pomada (Tr= 26 min).
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Figura 43 - Perfil cromatografico da base da pomada (A), pomada contendo 2,5% (B) e 5,0% (C)

de extrato seco padronizado de L. ferrea.

Com base no exposto e por se tratar de uma forma farmacéutica semissolida, esta
pode possuir muitos interferentes que podem influenciar na sua quantificacdo, sendo
preciso garantir que os resultados obtidos sejam confiaveis e seguros. Logo, é necessaria
a continuidade dos estudos com uma avaliacdo sisteméatica relacionada ao
desenvolvimento e validacdo de um método analitico que leve em consideracdo as
caracteristicas fisico-quimicas desta forma farmacéutica. A validacdo deve garantir que
0S componentes presentes na amostra ndo interfiram na quantificacdo do analito quando
o método desenvolvido for aplicado na rotina, uma vez que um produto acabado
(fitoterapico) deva atender a todos 0s requisitos necessarios no que se refere a eficacia,
seguranca e qualidade, e, ainda, apresentar niveis mais severos de aceitacdo para as
andlises quantitativas, com determinacdo exata da sua composicdo (GIL, E. S, 2010;
KLEIN, 2010).
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6. CONCLUSAO

Diante da avaliacdo fisico-quimica da MPV foi evidenciado que o lote em estudo
estava em condicGes de ser utilizado como matéria-prima e dentro dos parametros
minimos preconizados pela Farmacopeia Brasileira. A caracterizacdo fisico-
quimica da solucdo extrativa e extrato seco apresentaram resultados satisfatorios
se comparado com estudos ja realizados com a espécie vegetal.

A andlise de Espectroscopia do Infravermelho mostrou a presenca de compostos
fenolicos na SE, sugeriu que o processo de secagem aumentou a concentracao de
ativos na transformacao para o extrato seco. Fato comprovado apds analise do
teor de polifendis totais e quantificacdo de marcadores quimicos.

Perante estudos de atividade bioldgica, 0 ESA ndo mostrou inibicdo da atividade
de enzimas que desempenham papel na digestdo de carboidratos e lipideos. O
ESA mostrou potencial atividade antioxidante e antimicrobiana frente a S.
aureus, e manteu uma viabilidade celular frente a fibroblastos satisfatoria até o
periodo de 72h na maior concentracéo estudada (100 ug/mL).

Testes preliminares mostraram que as formulacdes B30 e B40 foram compativeis
com o ESA de juca, até uma concentracdo de 5% e apresentaram boa estabilidade
em relacdo ao pH. Sendo que a formulagéo otimizada contendo adi¢do de lanolina
se mostrou estdvel e dentro das expectativas iniciais de melhorar a sua
espalhabilidade, sugerindo um veiculo com potencial para incorporacdo do
extrato seco de juca.

A pomada B43 apresentou o melhor perfil reoldgico, maior capacidade
antioxidante e de fendis totais, além de demonstrar significativamente maior
atividade antibacteriana in vitro contra S. aureus. Os dados gerados contribuiram
para direcionar seu tempo de prateleira, o qual apresentou melhor estabilidade
com armazenamento em temperatura ambiente ate 30 dias.

O prosseguimento de estudos deve ser realizado a fim de garantir a eficacia e
seguran¢a da formulacdo, como & quantificagdo de marcadores quimicos. A
avaliacdo da permeacdo cuténea e da eficacia in vivo das formulagdes adicionadas
ao extrato vegetal sdo necessarias para confirmar seu uso para protecdo e

cicatrizagdo da pele.
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ANEXO

Curva Acido Galico
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Anexo A — Curva de calibracdo do padrdo de &cido galico para analise de polifendis totais.
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Anexo B — Curva de calibracéo do &cido galico obtida pelo método espectrofotométrico a 760

nm.
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