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RESUMO

Duas plantas muito importantes da Amazonia Brasileira, Bertholletia excelsa H. B. K. (B.
excelsa) e Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. (E. uchi), tém despertado o interesse da
comunidade cientifica para o desenvolvimento de fitoterapicos e fitocosméticos, devido ao
potencial funcional e amplo uso pela medicina tradicional. O objetivo desta pesquisa foi a
obtencéo de duas formas farmacéuticas para uso tépico contendo extrato seco de E. uchi e 6leo
de B. excelsa, visando o tratamento e a prevencdo de vulvovaginites. Na caracterizacao e
controle de qualidade das matérias-primas vegetais, ambas apresentaram indices adequados aos
preconizados pela legislacdo brasileira. Na etapa dos estudos tecnoldgicos foi realizado um
planejamento fatorial para otimizacdo e padronizagédo da solucdo extrativa (SE) aquosa de E.
uchi, cujos resultados demonstraram através da determinacdo do teor de polifenois totais,
solidos totais e de bergenina, que o melhor método extrativo foi o realizado com 10% de relacéo
droga:solvente (m/V) sob decocgdo por 5 minutos. A fim de verificar possiveis diferengas
tecnoldgicas (rendimento e umidade) do extrato seco (ES), sem adicdo de adjuvantes, a secagem
da SE foi realizada em dois equipamentos distintos, o leito de jorro (fluidized bed drying) e o
spray dryer, sendo o leito de jorro mais apropriado, com rendimento operacional de 66,73% e
umidade do ES de 4,16 g%. O ES apresentou atividade contra C. albicans (ATCC 90028), C.
Krusei (ATCC 6258), C. parapsilosis (ATCC 90018) e C. tropicalis (ATCC 750). Foram
avaliadas 9 formulacdes de sabonete liquido e 3 formulacBes de creme com diferentes
concentracdo de ES de E. uchi e 6leo de B. excelsea. Em ambos 0s casos apenas uma formulagéo
apresentou viabilidade tecnoldgica e, ambas contendo 2% de ES e 2% de 6leo. A analise da
atividade antifungica mostrou que as formulacGes foram mais eficazes contra C. krusei
(sabonete liquido = CI50 de 25 pg/mL e creme CI50 de 50 pg/mL) e C. parapsilosis (sabonete
liguido = CI50 de 25 pg/mL e creme CI50 de 25 pg/mL). Ambas as formulagGes foram
analisados durante 30 dias para verificar a estabilidade quando armazenadas em diferentes
temperaturas (5 °C; 25 °C e 40 °C), incluindo o ciclo de gelo-degelo. O estudo revelou que a
formulacdo em creme se mostrou estavel durante todo o periodo de armazenamento, em todas
as condicOes testadas, por outro lado, a formulacdo em sabonete liquido demonstrou algumas
instabilidades, indicando a necessidade de maior rigor e cuidados quanto ao seu

armazenamento.

Palavras-chaves: Castanha-do-brasil; Uxi-amarelo; Antifungico; Formulagdes topicas;
Estabilidade.



ABSTRACT

Two very important plants of the Brazilian Amazon, Bertholletia excelsa H. B. K. (B. excelsa)
and Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. (E. uchi), have aroused the interest of the scientific
community for the development of phytotherapics and phytocosmetics, due to the functional
potential and wide use by traditional medicine. The aim of this research was to obtain two
topical dosage forms containing dry extract of E. uchi and B. excelsa oil, aiming at the treatment
and prevention of vulvovaginitis. In the characterization and quality control of plant raw
materials, both presented indices adequate to those recommended by Brazilian legislation. At
the stage of the technological studies, a factorial design was carried out to optimize and
standardize the aqueous extraction solution (SE) of E. uchi, whose results demonstrated by
determining the content of total polyphenols, total solids and bergenin, that the best extraction
method was performed with 10% drug: solvent ratio (m/v) under decoction for 5 minutes. In
order to verify possible technological differences (yield and humidity) of the dry extract (ES),
without the addition of adjuvants, the SE drying was performed in two different equipments,
the fluidized bed drying and the spray dryer. The most appropriate spouted bed, with an
operating yield of 66.73% and an ES humidity of 4.16 g%. The ES showed activity against C.
albicans (ATCC 90028), C. Krusei (ATCC 6258), C. parapsilosis (ATCC 90018) and C.
tropicalis (ATCC 750). Nine liquid soap formulations and three cream formulations with
different concentrations of ES E. uchi and B. excelsea oil were evaluated. In both cases only
one formulation showed technological feasibility and both containing 2% ES and 2% oil.
Analysis of antifungal activity showed that the formulations were most effective against C.
krusei (liquid soap = 25 pg/mL 1C50 and 50 pg/mL IC50 cream) and C. parapsilosis (25 pg/mL
IC50 = liquid soap and 25 pg/ml IC50 cream). Both formulations were analyzed for 30 days
for stability when stored at different temperatures (5 °C, 25 °C and 40 °C), including the ice-
thaw cycle. The study revealed that the cream formulation was stable throughout the storage
period, under all conditions tested, on the other hand, the liquid soap formulation showed some
instabilities, indicating the need for more rigor and careful storage.

Key words: Brazil nuts; Uxi-amarelo; Antifungal; Topical formulations; Stability.
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1 INTRODUCAO

Com uma area que corresponde a 6,9 milhdes de km? e que abrange nove estados
brasileiros, a Amazonia é considerada a maior floresta tropical do mundo. Além de possuir um
predominante clima quente e tmido, a Floresta Amazonica representa o bioma mais importante
e necessario do planeta, pois é o abrigo de uma diversificada flora e de uma vasta fauna
(CASTRO; ANDRADE, 2016). A biodiversidade da flora brasileira é muito extensa e boa parte
desta é pouco conhecida ou pesquisada para fins medicinais (YUNES; PEDROSA; FILHO,
2001). O conhecimento e o0 uso correto dessas riquezas naturais contribuem para o
desenvolvimento da Amazonia brasileira e o progresso economico das populacgdes locais. A
Floresta Amazdnica sempre foi o berco para plantas medicinais, as quais quando conservadas
podem ser a base para solucionar diversas doencas (CASTRO; ANDRADE, 2016).

Por milénios, as plantas foram as bases fundamentais para muitos medicamentos e
cosmeéticos, e permanecendo até hoje no mercado, ultrapassando as ideologias da industria
farmacéutica que investe em substancias sintéticas (ATANASQV et al., 2015). O uso de plantas
para o tratamento de doencas € milenar, sendo uma das mais antigas formas da pratica medicinal
(POLITI, 2009). No comeco da década de 90, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
anunciou que 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam de plantas
medicinais como Unico tratamento acessivel aos cuidados em saide (AKERELE, 1993). A
procedéncia da maior parte de matérias-primas naturais € brasileira, onde existem
aproximadamente 80 mil espécies de plantas, sendo os Estados Unidos e a Alemanha os maiores

importadores destes insumos para a fabricacdo de medicamentos (GADELHA et al., 2013).

No Brasil, 0 uso de plantas esta baseado principalmente na cultura popular, e muitos
destes vegetais dificilmente sdo transformados em fitoterapicos (TACON, 2012). Em alguns
grupos étnicos e comunidades distantes das grandes cidades, o conhecimento sobre plantas
medicinais simboliza a Unica solucéo para problemas de salde, além do mais, em muitos destes
lugares as plantas sdo comercializadas em mercados publicos e feiras livres (MACIEL et al.,
2002). Na regido Amazoénica, muitas vezes, o consumo de plantas medicinais ocorre sem estudo
quimico e comprovacdo da acdo farmacoldgica, podendo este ato ser nocivo e causar efeitos
toxicos (MUNIZ, 2013). A toxicidade causada por plantas medicinais € um problema grave de
salde publica, pois além da falta de elucidacdo de muitas substancias, as adulteracdes e
interacbes sinérgicas com outras drogas vegetais, moléculas (farmacos) (incluindo

medicamentos), englobam as consequéncias ruins (JUNIOR; PINTO, 2005).
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Mas o conhecimento popular ainda é o que alimenta e beneficia muitas industrias
farmacéuticas, aumentando as chances destas em obterem novas entidades quimicas e
consequentemente novos produtos (FERREIRA; PINTO, 2010). No Brasil, as industrias
farmacéuticas sdo atuantes no desenvolvimento de fitoterapicos, com objetivos de diminuirem
custos da producdo e tratamento, com oportunidade de inovacdo e diferenciacdo de produtos
(GADELHA, 2006). Para ocorrer o0 avanco tecnoldgico sobre os fitoterdpicos, estudos rigorosos
sobre producéo, controle de qualidade, novas metodologias de analise e descoberta de farmacos
devem ser implantados. A literatura registra que desde algum tempo existe uma grande
quantidade de pessoas que no seu dia-a-dia estdo mais preocupadas com a saude e qualidade de
vida, e para isso, vem buscando alternativas nas plantas medicinais (GUERRA et al., 2010).

Exemplo de plantas utilizadas tradicionalmente para fins medicinais sdo 0s do género
Sacoglottis (Humiriaceae) predominantes nas Américas, principalmente em regides tropicais,
o qual é representado por nove espécies, entre elas Sacoglottis uchi Huber (sin. Endopleura
uchi). Foi nesta espécie vegetal que ocorreu o isolamento de uma molécula denominada
bergenina, inicialmente extraida do fruto, onde estudos farmacoldgicos evidenciaram que tal
molécula contribui para o tratamento de doencas hepaticas, inflamatorias e infecciosas. De
outro modo, ha registros que a madeira desta arvore é empregada em construcdes Civis e navais,
e seus frutos sdo um alimento muito importante para os povos amazonicos (MAGALHAES et
al., 2007; NUNOMURA et al., 2009).

Outra espécie vegetal bastante conhecida na Amazodnia, também muito utilizada para
fins terapéuticos, é a Bertholletia excelsa H. B. K. (castanha-do-brasil), a qual possui sementes
ricas em lipideos (65-70%), sendo 60% do seu peso total constituida por éleo, além de proteinas
(15-17%). A partir do conhecimento desta composicéao, o 6leo da castanha-do-brasil passou a
ser utilizado pelas industrias farmacéuticas e de cosméticos, principalmente através de
formulacdes topicas, visando contribuir para a hidratacdo e renovacao da pele. Além disso, 0s
acidos graxos presentes neste 6leo, como o oleico, o linoleico e o palmitico, apresentam uma

inovacao no combate a alguns microrganismos patogenos (ENRIQUEZ, 2009; ROLIM, 2016).

A partir do conhecimento sobre as potenciais propriedades destas duas matérias-primas
vegetais, Endopleura uchi (E. uchi) e Bertholletia excelsa (B. excelsa), este trabalho de pesquisa
tem como finalidade otimizar a forma de extracdo de substancias das cascas de E. uchi e
investigar sua atividade bioldgica, assim como, averiguar sua seguranga para 0 Consumo.
Consecutivamente, com o extrato de E. uchi e o 6leo fixo de B. excelsa, obter diferentes formas

farmacéuticas topicas que apresentem promissoras caracteristicas fisico-quimicas, para que
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futuramente, as informacges obtidas aqui sirvam como base no desenvolvimento tecnoldgico,
viabilizando a cria¢do de novos produtos e medicamentos que melhorarem a qualidade de vida
e bem-estar das mulheres, auxiliando no tratamento e prevencdo de infec¢Ges, como as

vulvovaginites.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas Medicinais

Planta medicinal é toda e qualquer planta (inteira ou partes) empregada para o
tratamento e prevencao de doencas. O uso deste conhecimento é antigo e repassado de geracdo
em geracdo, poréem exerce um importante papel na medicina moderna, sendo fonte para diversos
farmacos (GADELHA et al., 2013). Muitos agentes terapéuticos comumente utilizados na
alopatia e fitoterapia sdo derivados de diversas plantas medicinais, sendo que algumas, por
muito tempo, o uso foi realizado de modo empirico e sem o conhecimento dos constituintes
ativos (ATANASOQV et al., 2015).

No Brasil, os registros histéricos descrevem a utilizacdo de plantas medicinais com
inicio a partir da época da colonizacao pelos portugueses em 1500, atravées dos padres jesuitas,
devido aos primeiros contatos com os indigenas. Documentos histéricos relatam que nos anos
de 1630 a 1654, cientistas estrangeiros conseguiram descrever muitas drogas utilizadas pelos
povos indigenas, produzindo um amplo conjunto de conhecimento sobre as plantas medicinais

no continente Sul-americano (ULRIKE et al., 2013).

A partir das informaces coletadas naquela épica, a populagdo mundial, depende ou faz
uso de alguma pratica da medicina tradicional até os dias atuais, pois segundo a Organizacao
Mundial da Saide (OMS), esta pratica esta inserida nas necessidades basicas das pessoas € a
utilizacdo envolve desde a planta medicinal e seus extratos, até os principios ativos de
medicamentos (GADELHA et al., 2013). No Brasil, em 2017, o Sistema Unico de Satde (SUS)
disponibilizou fitoterapicos ou plantas medicinais para 2.160 Unidades Basicas de Saude
(UBS), onde 260 destas oferecem planta in natura, 188 a droga vegetal, 333 o fitoterapico
manipulado, e 1.647 UBS disponibilizam o fitoterapico industrializado (ANVISA, 2019). Nas
cidades amazonicas, é possivel encontrar o conhecimento tradicional sobre plantas medicinais
em areas urbanas, entretanto, nas areas rurais, a manutencao da satde destas comunidades ainda

provém grande parte de produtos da natureza (FERREIRA, 2016).

O uso das plantas medicinais pelas comunidades costuma direcionar as primeiras
informacdes sobre as propriedades terapéuticas de uma droga vegetal guiando para a avaliagcdo
fitoquimica e farmacoldgica. Apo6s a identificacdo boténica da espécie em estudo, 0s

constituintes quimicos séo obtidos através da preparacdo de extratos, delineando as etapas
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seguintes para o desenvolvimento de um fitoterdpico ou fitocosmético (MANFIO; BRUM
JUNIOR, 2017). Quase que em sua totalidade, medicamentos apresentam um principio ativo
responsavel pela acdo farmacoldgica, enquanto que extratos vegetais possuem em sua
composicao, uma mistura de varias substancias, ativas ou nao, que podem atuar em diferentes
alvos farmacoldgicos (FERREIRA; PINTO, 2010).

Na constante busca por estratégias investigativas de plantas medicinais, uma abordagem
etnofarmacoldgica combina informag6es adquiridas em comunidades locais com pesquisas
quimico-farmacoldgicas desempenhadas em laboratérios especializados (SIMOES et al.,
2003). Segundo Bruhn & Holmstedt (1982), etnofarmacologia é uma disciplina multi e
interdisciplinar com objetivos exploratoérios cientificos sobre os agentes bioldgicos ativos,
utilizados tradicionalmente e observados pelo homem. Porém, a droga vegetal ou o extrato
padronizado devem cumprir os requisitos de qualidade preconizados, e a partir do momento da
definicdo da formulac&o ideal, estudos pré-clinicos serdo realizados para confirmar a seguranca
farmacoldgica e evidenciar ou ndo a toxicidade (MANFIO; BRUM JUNIOR, 2017).

2.2 Fitoterapicos

Conforme j& citado, as plantas medicinais tornaram-se valiosas fontes de tratamento
para diversas enfermidades a partir da descoberta de substancias biologicamente ativas,
conduzindo a perspectiva da salde para uma medicina preventiva, voltada para um futuro com
buscas por meios profilaticos através da natureza (MARTINS; GRAF; CASSETARI, 2016).
Em geral, os beneficios das plantas medicinais sdo vistos como um conhecimento historico,
suplementar ao uso de medicamentos sintéticos, e com menor custo e facil acesso (SANTOS et
al., 2011). Na medicina moderna, as plantas adquiriram um papel importante, pois além do
emprego milenar na satde humana, elas podem ser consideradas fontes de farmacos, os quais

dificilmente seriam obtidos por sintese quimica (GADELHA et al., 2013).

A partir disso, a area da medicina que utiliza plantas para o tratamento de doencas ou
como agentes promotores de saude, é denominada de fitoterapia (FALZON; BALABANOVA,
2017). Da mesma forma, o produto obtido da planta medicinal, ou de seus derivados, exceto
substancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa € denominado de

Fitoterdpico (BRASIL, 2011). Essa transformacao de uma planta em medicamento sempre deve
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ter como foco a preservagdo dos constituintes quimicos e da integridade farmacoldgica do
vegetal de modo a garantir a acdo bioldgica e valorizacdo do potencial terapéutico, assim como,
certificar a seguranca durante o uso (MARTINS; GRAF; CASSETARI, 2016).

A producdo de fitoterapicos engloba o processamento do material vegetal para que o
produto final contenha o marcador quimico de referéncia na concentracao pré-estabelecida para
acdo biologica (FALZON; BALABANOVA, 2017). A fitoterapia ¢ uma modalidade da satde
e que vem crescendo nos ultimos anos, principalmente como terapia alternativa para doencas
como cancer, diabetes, aterosclerose e hipertensdo (SANTOS et al., 2015). Assim sendo, como
todos os medicamentos sintéticos, os fitoterapicos sao classificados e diferenciados com auxilio
do conhecimento tradicional da eficécia, caracterizados pelos riscos a salde e constancia da
qualidade (OLIVEIRA; ROPKE, 2016). A diversidade de substancias encontradas em uma
planta € o que difere um fitoterdpico de um medicamento sintético (MELO; MURICY;
SANTOS, 2012). Para garantir essas metas, o0 desenvolvimento de fitoterapicos
necessariamente demanda de muitos estudos prévios, principalmente sobre os aspectos
botanicos, agrondmicos, quimicos, farmacologicos e toxicoldgicos, além de muitas vezes

demandar novas metodologias analiticas e tecnoldgicas (SIMOES et al., 2003).

No Brasil, a discusséo sobre a regulamentacao das plantas medicinais iniciou em 1986,
na 8 Conferéncia Nacional de Satde, com uma abordagem na cura popular para o atendimento
de pacientes na atencdo bésica de satide (GADELHA et al., 2013). Com iniciativas do governo
para incentivar o uso de fitoterapicos no pais, foi aprovada, em 2006, a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, por meio do Decreto n° 5.813 de 22 de Junho de 2006,
aliando o poder da biodiversidade com melhorias na qualidade de vida da populagdo
(BUFAINO, 2013).

Em 2007, doze medicamentos fitoterapicos foram incluidos na Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME), os quais foram inseridos no SUS. Ja no ano de 2008, o
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), foi lancado para garantir
0 acesso seguro, 0 uso racional desta nova pratica e manter o aproveitamento sustentavel dos
materiais vegetais para o desenvolvimento industrial e tecnolégico (GADELHA et al., 2013).
Utilizando este ideal de expanséo e inovacao na area de fitoterapicos, foi divulgada, em 20009,
a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de interesse ao SUS (RENISUS), abrangendo 71
plantas medicinais. No ano seguinte, o Ministério da Salude estabeleceu por meio da Portaria
MS n° 886, a Farmécia Viva, representando um modelo de farmacia no contexto da Assisténcia

Farmacéutica Nacional, sem fins lucrativos, e com responsabilidades sobre o cultivo, a coleta,
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0 processamento, 0 armazenamento de plantas medicinais, além da manipulacéo e dispensacao
de fitoterdpicos (RANDAL; BEHRENS; PEREIRA, 2016).

Outro sistema estratégico para ofertar a fitoterapia no SUS foi a publicacdo, em 2012,
nos Cadernos de Atencdo Basica, denominada de “Praticas Integrativas e complementares:
plantas medicinais e fitoterapia na Atencdo Basica”. Ainda neste &mbito, a RDC n° 18 de 2013
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) apresentou as boas préaticas de
processamento e armazenamento de plantas medicinais, preparacéo e dispensacdo de produtos
magistrais e oficinais. Seguindo o mesmo contexto, a Resolucdo de Diretoria Coletiva (RDC)
n® 26 de 2014, deliberou a respeito da distincdo de medicamento fitoterdpico e produtos
tradicionais fitoterapicos, estabelecendo que, produtos tradicionais fitoterapicos sao aqueles
cuja, seguranca e efetividade estdo fundamentados na tradi¢do do uso por periodo minimo de
30 anos para condicdes clinicas brandas. Por outro lado, medicamentos fitoterapicos possuem
seguranca e eficicia, baseadas em evidéncias clinicas (TERRA JUNIOR; MALDONADO;
ARNOBIO, 2015).

Portanto, as plantas fazem parte de um amplo processo que associa Vvarias
potencialidades e conhecimentos na formacdo de produtos, criando uma perspectiva de
planejamento para o aproveitamento correto dos recursos naturais, garantindo estruturas e
condicBes de vida para algumas comunidades. Os fitoterapicos englobam muitos setores do
mercado nacional e internacional e se estabelecem como importantes para uma longa cadeia
produtiva no Brasil e, por isso, sua atividade é gerenciada por politicas publicas especificas, as

quais autorizam a sua reproducao e sua propagacao (COSTA; NUNEZ; 2016).

2.3 Fitocosméticos

Cosmético é uma preparacdo com propriedades corretivas ou preventivas, capazes de
proporcionar um equilibrio fisico-quimico na pele sem afetar suas fungdes, sendo capazes
também, de corrigir deficiéncias estéticas e diminuir o processo de envelhecimento cutaneo
(VALFRE, 1990). O termo “cosméticos” é derivada da palavra grega kosmeticos, que significa
ter habilidade ou poder na decoracdo; algo relativo a adorno (PEYREFITTE; MARTINI,;
CHIVOT, 1998; SINDHURA; JAIN, 2018). Sé&o produtos que auxiliam para uma boa
aparéncia estética, questdo de alta relevancia para a sociedade, a qual ndo esta somente
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relacionada com as mulheres, ou seja, muitos homens também utilizam diversos cosméticos
(KOLE et al., 2005).

Segundo o Regulamento Europeu (EC) n°® 1223/2009, o conceito de cosmético é

compreendido da seguinte forma:

[...] qualquer substancia ou mistura, destinada a ser colocada em contato com partes
externas do corpo humano (epiderme, cabelos, unhas, labios e 6rgdos genitais
externos), ou dentes e membranas mucosas da cavidade oral, com objetivo exclusivo
de limpéa-los, perfuma-los, mudar a sua aparéncia, proteger e manté-los em boas
condicdes, ou corrigir odores do corpo.

Para a legislacdo brasileira, especificamente pela ANVISA, por meio da RDC n° 211,

de 14 de julho de 2005, definem-se cosméticos como:

Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes, sdo preparagdes constituidas
por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo
humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgdos genitais externos, dentes e
membranas mucosas da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de
limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e ou corrigir odores corporais e ou
protegé-los ou manté-los em bom estado.

Do mesmo modo, fitocosmético € definido como um cosmético que contém ativo
natural, de origem vegetal, seja um extrato, éleo fixo ou 6leo essencial, cuja acdo define a
atividade do produto (ISAAC et al., 2008). A diferenca destes produtos esta na sua composi¢do
heterogénea e no seu modelo de fabricacéo, onde séo utilizadas plantas frescas ou secas, partes
ou inteiras dos vegetais e extratos (FERRARO et al., 2015). Extratos bioativos utilizados em
cosméticos possuem varias substancias, como antioxidantes, vitaminas, proteinas, terpendides,
oleos fixos e Gleos essenciais, capazes de agir nas funcdes bioldgicas da pele e no cuidado com

o0 corpo (RIBEIRO et al., 2015).

Fitocosméticos sdo produtos formulados com ingredientes cosméticos permitidos pela
legislagdo local vigente e sdo conhecidos também, como cosméticos naturais. Os fitocosméticos
mais encontrados sdo aqueles para os cuidados com a pele, cuidados com os cabelos, perfumes,
Oleos e sabonetes (SINDHURA; JAIN, 2018). Os ingredientes naturais que podem ser
incorporados as formulagdes incluem um conjunto de substancias extraidas de frutas, ervas,
folhas, flores e minerais, porém sua eficicia dependera da base a qual foi incorporado e ter agdo
comprovada por testes in vitro e in vivo (RIBEIRO et al., 2015). O uso de extratos vegetais em
cosméticos cresceu nos altimos anos, e sua utilizacdo tem sido estimulada por diversos
pesquisadores da area de cosmetologia. Mas é necessario cautela e varios estudos sobre a
eficacia dos fitocosméticos, para obtencdo de produtos com qualidade e seguranca (SANTOS
etal., 2015).
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Diversos efeitos ocasionados por algumas plantas em doencas de pele foram citados por
Mantle; Gok; Lennard (2001), dentre eles estdo, a cicatrizacdo de feridas e tratamento de
gueimaduras, por formulacGes com Aloe vera; atividade bactericida e antifingica; acne, herpes
e escabiose, com o uso do 6leo de Melaleuca alternifélia; atividade anti-inflamatoria e
alteracbes imunoldgicas que afetam a pele, como psoriase dentre outras. Segundo Kole et al.
(2005), muitos extratos vegetais adicionados ao cosméticos possuem trés tipos de antioxidantes
botanicos, como carotenoides, flavonoides e polifendis, agindo como protetores da pele e

auxiliando no tratamento de inflamagdes cutaneas.

O controle de qualidade dos fitocosmético deve comecar com a identificagdo da especie
vegetal, que pode ser realizada por avaliagdes macro e microscopicas. Além disso, controle na
presenca de cinzas, materiais estranhos, contaminantes e metais pesados, ajudam na producéo
de cosmeéticos seguros (SINDHURA,; JAIN, 2018). O controle de insumos na composi¢ao de
fitocosméticos deve ser rigoroso, pois alguns ingredientes podem agredir a pele, por meio de
contamina¢do quimica ou microbioldgica, elementos carcinogénicos e alergénicos
(HERCULANO, 2013).

A diferenca entre medicamento e cosmético € meticulosa, pois sera determinada de
acordo com o uso pretendido do produto, formando um pequeno limiar na divisdo (JOSHI,
PAWAR, 2015). Com isso, para a obtengdo de uma forma farmacéutica constituida de matéria-
prima vegetal, o planejamento de todo o manejo de producéo é essencial, considerando também
as especificacdes dos adjuvantes utilizados, e determinando as agdes sequenciais de
transformacédo (TOLEDO et al., 2003). A formulacdo sera desenvolvida como um fitoterapico
ou fitocosmético, dependendo do interesse terapéutico ou necessidade do paciente, com agéo
local ou acéo sistémica (ALLEN JUNIOR; POPOVICH; ANSEL, 2013).

2.4 Desenvolvimento de formas farmacéuticas para uso topico

De um modo geral, para que ocorra a administracdo de agentes terapéuticos, eles
necessitam ser incorporados a uma forma farmacéutica, sendo isso possivel a partir de
caracteristicas como o estado fisico de apresentagdo, propriedades dos constituintes ativos e 0
uso de adjuvantes farmacéuticos (TOLEDO et al., 2003; DA CUNHA et al., 2015; SIMOES et

al., 2017). As formas farmacéuticas sdo formadas por uma ou mais substancias ativas,
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responsaveis pela resposta terapéutica, e por adjuvantes, 0s quais sdo substancias que viabilizam
a administracdo e que garantem a manutencdo da qualidade do produto final (SIMOES et al.,
2003). O desenvolvimento de formas farmacéuticas para obtencdo de fitoterapicos e ou de
fitocosmeéticos, deve preservar e valorizar o potencial quimico e terapéutico da matéria-prima
vegetal (MPV) (OLIVEIRA et al., 2001).

FormulagGes para uso topico podem exibir efeitos locais ou sistémicos, sendo que,
quando essas preparacdes sdo administradas, o principal alvo é a pele ou mucosas, e geralmente,
apresentam-se como formas farmacéuticas semissolidas (cremes, pomadas, pastas e geis); pos,
aerossois e preparacdes liquidas (ALLEN JUNIOR; POPOVICH; ANSEL, 2013). Incorporacao
em bases para fins cosméticos de extratos vegetais com atividade bioldgica e fisiol6gicas
comprovadas, € uma tendéncia altamente difundida entre as industrias farmacéuticas (BANOV
etal., 2006). Todavia, a escolha para a base adequada dependera da afinidade com os principios
ativos, e que a juncao destes, promova a estabilidade e o efeito farmacodinamico do produto
final (SOUZA; FERREIRA, 2010).

Cremes, pomadas e géis sdo formas farmacéuticas destinadas a aplicacdes sobre a pele
e olhos, ou utilizadas por via nasal, vaginal ou retal. Os produtos topicos vaginais sdo usados
para o tratamento de infec¢bes vulvovaginais, contracepcdo e em condicOes de atrofia do
endométrio (ALLEN JUNIOR; POPOVICH; ANSEL, 2013). A administragdo de
medicamentos pela via vaginal € muito importante devido a vantagem de evitar os efeitos de
primeira passagem e baixa atividade enzimatica; além de apresentar rica vascularizagcdo e uma
grande area de permeacdo (GAFITANU et al., 2016).

Preparacfes semissdlidas existem em grande ndmero, com diferentes formas de
dosagem farmacéutica, sendo diferenciadas pela consisténcia e carater reoldgico (NARDI-
RICART et al., 2018). Para obtencdo de cremes e pomadas, as matérias-primas vegetais podem
ser incorporadas a partir da forma sélida, como os extratos secos ou pdés, e liquidas, como
solugdes extrativas (TOLEDO et al., 2003). Este método de incorporacdo de preparacoes
semissolidas pode ser exemplificado pelo estudo de Banov et al. (2006), que apresenta a
padronizacédo do extrato seco de Ginkgo biloba L. em formulagdes para uso topico, como creme

e gel, mostrando a versatilidade deste tipo de extrato.

No cenério industrial, as formas farmacéuticas semissolidas séo as principais escolhas
para incorporacao de extratos vegetais, sendo que possuem boa aceitacdo pelos consumidores,

devido as agradaveis caracteristicas sensoriais, além da boa permeacdo cutdnea (BUHLER,;
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FERREIRA, 2008). Como exemplo destas preparacdes, destacam-se 0s cremes, 0s quais Sao
definidos pela Farmacopeia Brasileira 62 ed. (2019) como:

E a forma farmacéutica semissolida que consiste de uma emulsio, formada por uma
fase lipofilica e uma fase hidrofilica. Contém um ou mais principios ativos dissolvidos
ou dispersos em uma base apropriada e é utilizada, normalmente, para aplicacéo
externa na pele ou nas membranas mucosas.

Seguindo o conceito de cremes, para os autores PRISTA; ALVES; MORGADO (1996),

emulsoes sdo:

[...] sistemas heterogéneos constituidos por goticulas de um liquido disseminadas em
um outro liquido com ele imiscivel. A fase que se apresenta dividida constitui a fase
interna e, o liquido que esta ao redor das goticulas da fase dispersa representa a fase
externa. Todas as emulsfes contém um terceiro componente, um agente emulsivo, que
ajuda a tornar a emulsdo mais estavel pelo fato de interpor-se entre as fases imisciveis
retardando a separacéo das fases.

Conforme a natureza da fase externa (dispersante), as emulsdes podem ser classificadas
em: agua e 6leo (A/O), pois contém agua como fase dispersa; e 6leo em agua (O/A), composta
pela dispersdo de material oleoso/graxo na fase aquosa (PIANOVSKI et al., 2008). Isso permite
a capacidade de incorporacdo de principios ativos tanto hidrossoltveis como lipossoluveis, e a
diminuicdo da irritabilidade cutanea de alguns farmacos (CASTELI et al., 2008). EmulsGes
para fins cosméticos ou farmacéuticos, por serem sistemas complexos e polidispersos, podem
conter diferentes tensoativos de natureza quimica diversa e outros aditivos (PIANOVSKI et al.,
2008).

Para o desenvolvimento de uma emulsdo, o aspecto, as propriedades fisicas e a
estabilidade sdo requisitos fundamentais (MOSTEFA et al., 2006). A instabilidade das
emulsdes sdo caracterizadas por fenbmenos como cremacdo, floculacdo e coalescéncia
(LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001). Se as emulsdes tornarem-se instaveis, mudancas
nas caracteristicas fisico-quimicas ocorrem (PIANOVSKI et al., 2008). Mas estas variacoes
podem ser verificadas através da determinacdo do pH, densidade, viscosidade, umidade,
condutividade elétrica, tamanho da particula, entre outros (BRASIL, 2010). Caracteristicas
reoldgicas devem ser avaliadas também, pois estdo diretamente relacionadas ao enchimento e
retirada do material de acondicionamento, bem como com a espalhabilidade e a aderéncia do
produto sobre a pele (CORREA et al., 2005).

No ambito de produtos para uso exclusivo como cosméticos, o sabonete é um
representante importante deste grupo, com funcdo de limpeza da pele, e ndo deve provocar

sensibilizacdo ou irritacdo (ESCOBAR et al., 2016). Sabonetes sdo os produtos mais antigos
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utilizados pelo homem para higiene, com relatos de sua historia que remetem cerca de 4.000
anos (CRONEMBERGER; PAULA; MEIRELLES, 2015). H& no mercado, varias formas de
sables, como em po, barra e liquidos, destinados a limpeza, fornecendo acdo detergente, e

dissolvendo-se quando em contato com a &gua (BONADEO, 2010).

Com a evolucdo da inddstria farmacéutica e cosmética e, diversas pesquisas, inimeros
sabonetes foram produzidos com o objetivo de obter produtos com caracteristicas mais brandas
e adequadas (CRONEMBERGER; PAULA; MEIRELLES, 2015). O publico feminino foi o
gue mais exigiu adaptacdes priorizando a qualidade destes materiais, pelo fato de utilizarem
mais produtos de higiene pessoal, sendo destes, alguns usados para prevenir doengas (GARCIA
et al., 2009). A utilizacdo rotineira destes sabonetes liquidos para a higiene intima feminina,
tendem a manter o pH vaginal acido, mantendo os 0Orgaos genitais livres de infeccdes
(BEZERRA et al. 2016). Esses sabonetes podem conter umectantes, opacificantes, corantes,
perfumes, antioxidantes e antissepticos (HERNADEZ; MERCIER-FRESNEL, 2009). Produtos
de limpeza podem conter alta detergéncia com a propriedade de dissolver a gordura na
superficie da pele e mucosa, influenciando negativamente na hidratacdo, e muitas vezes
causando sensibilidade na vulva (FARAGE; LENNON; AJAY1, 2011).

No Brasil, grande parte da populacdo tem o habito da higienizacdo com sabonetes em
barra, mas os sabonetes liquidos estdo tomando lugar de destaque nas prateleiras de perfumarias
(BEZERRA et al. 2016). Estes Gltimos possuem um custo mais elevado, o que pode explicar
sua menor utilizacdo (ESCOBAR et al., 2016). Além disso, possuem indicacbes especificas,
com propriedades que exigem comprovacdo de seguranca e restricdes de cuidado, desta

maneira, sendo classificados pela ANVISA como produtos de grau 2 (BRASIL, 2015).

Para todos estes produtos, é desejavel que eles mantenham seus atributos originais, ou
seja, desde a fabricacdo até o final da sua validade (CRONEMBERGER; PAULA;
MEIRELLES, 2015). Componentes da formulacdo, meétodos de fabricacdo, formas de
acondicionamento, condi¢des do ambiente e transporte, sdo fatores que podem influenciar nas
formulacBes, ou seja, sdo fatores extrinsecos e intrinsecos que podem comprometer a
estabilidade de produtos farmacéuticos e cosméticos (BRASIL, 2004). Portanto, um protocolo
de ensaios fisico-quimicos deve ser realizado apos a fabricacdo, além do monitoramento da
estabilidade organoléptica, avaliagdo microbioldgica e testes de biodisponibilidade dos
principios ativos (SILVA et al., 2013; SILVA et al., 2015).
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2.5 Extratos vegetais

Para obter um produto fitoterdpico ou fitocosmético, sdo necessarias determinadas
etapas de transformacdo (SOUZA et al., 2015). Seguindo este contexto, a complexidade das
matrizes vegetais exige, principalmente, a padronizacdo do processo extrativo (BAJEROVA et
al., 2014), controlando a técnica de extracdo e o grau de divisdo do material vegetal (GIL-
CHAVEZ et al., 2013). O termo “extrato” deriva do latim extractus, que expressa “coisa
extraida de outra”, sendo que para este fim, diversos processos, métodos, tempo e solventes

podem estar envolvidos (FRANZEN et al., 2018).

Durante a técnica de extracdo, parametros como origem da planta, substancia a ser
extraida, o tipo do solvente e a temperatura de extracdo, devem ser cuidadosamente avaliados
(COPPA et al., 2017). Portanto, para produzir um produto final tecnologicamente viavel e com
precos acessiveis, todos os fatores ja citados devem ser padronizados (CARDOSO et al., 2017).
Além disso, a padronizacao do método de extracdo também esta relacionada ao rendimento da
operacdo, eficacia e seguranca (VASCONCELOS et al., 2005).

Com a escolha do melhor método extrativo, as substancias séo liberadas da matriz
vegetal utilizando um liquido ou uma mistura de liquidos tecnologicamente adequados e
seguros (SIMOES et al., 2003). De maneira geral, a composi¢do de um extrato ndo obedece de
modo qualitativo e quantitativo a composicéo da droga que lhe deu origem, mesmo que muitas
vezes, durante as operacgdes extrativas ocorra a eliminacao de algumas substancias sem interesse
terapéutico ou algum material inerte, cujas presencas, poderiam diminuir a estabilidade do
extrato (PRISTA; ALVES; MORGADO, 1996). Esta etapa da extracdo é a mais critica durante
a pesquisa com produtos naturais (COPPA et al., 2017).

Para a garantia que, um produto vegetal ou extratos vegetais, altamente concentrados
em substancias ou grupos de substancias especificas sejam obtidos, a otimizacdo de
metodologias de extra¢do é uma ferramenta muito importante (PARMEZAN et al., 2017). Para
0 manejo desta prética, é necessario 0 minimo de experimentos, com planejamentos fatoriais
completos, avaliando os efeitos e possiveis interacdes dos fatores (SOUZA et al., 2009). Um
planejamento experimental permite a inferéncia estatistica e possibilita informacdes sobre o
comportamento das respostas entre os niveis das variaveis em estudo, demonstrando a
qualidade da reproducdo, minimizando custos, demandas desnecessarias e desperdicios
(GARDA; BADIALE-FURLONG, 2008).
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Fatores que devem ser padronizados, e os quais podem afetar significativamente o
rendimento dos extratos obtidos s&o, o tipo de solvente utilizado, como: agua, etanol, metanol,
entre outros (HAYOUNI et al., 2007); temperatura e tempo de extracdo (FRANZEN et al.,
2018). O pH pode ser inserido neste contexto, pelo fato de que também auxilia na extracédo de
determinadas moléculas (SIMOES et al., 2003; TACON, 2012). Os extratos vegetais podem
ser obtidos atraves de extraces a frio, como turboliza¢do, maceragdo e percolacéo; ou por meio
de extragdes a quente em sistemas abertos, utilizando métodos de infusdo e decoccdo; ou por
extracao sob refluxo e extracdo em aparelho de Soxhlet, caracterizados como processos a quente
em sistemas fechados (SIMOES et al., 2003).

Citando como exemplo, a decocgdo é um método extrativo em que a droga é colocada
em contato com a agua em ebulicdo, ou seja, a uma temperatura de 100 °C, apresentando como
principal vantagem, a diminui¢do da carga microbiana do produto gerado (SOUZA; LIONZO;
PETROVICK, 2006). A técnica de decoccdo é geralmente utilizada para drogas vegetais
lenhosas ou muito compactas, onde cujos constituintes sejam solUveis a quente e suportem as
condicdes de temperatura. De acordo com isso, 0 emprego dela torna-se restritivo para drogas
gue contém esséncias, que se perderiam na volatilizacdo, para substancias oxidaveis ou
hidrolisaveis pela acdo do calor (PRISTA; ALVES; MORGADO, 1996).

Ainda, no que se refere a consisténcia e aparéncia dos extratos vegetais, eles podem ser
classificados em extratos fluidos, extratos moles e extratos secos (SIMOES et al., 2017). Os
extratos fluidos sdo apresentados como preparacdes liquidas, onde uma parte do extrato, em
massa ou volume, corresponde a uma parte, em massa, da droga seca, utilizada na sua
preparacdo. Por outro lado, os extratos moles ou espessos apresentam alta viscosidade ou
consisténcia pastosa em temperatura ambiente, e sdo obtidos a partir dos extratos fluidos apds
evaporacgéo parcial do solvente, com a adi¢do ou ndo de adjuvantes (BRASIL, 2010).

No entanto, o que apresenta maiores vantagens frente aos demais, € o extrato seco, uma
vez que oferece maior versatilidade tecnoldgica, melhor estabilidade, simples processo de
transporte e armazenamento (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001). Extratos secos séo
preparacOes solidas obtidas pela evaporacao do solvente, ou seja, por meio da eliminagéo total
da fase liquida, apresentando ao final, 95% de residuo seco, calculados como porcentagem de
massa, independentemente da técnica de secagem empregada (BRASIL, 2010). Geralmente, a
comercializacdo de preparagdes provenientes de plantas ocorre sob a forma de extratos liquidos
ou pds, estes ultimos resultantes de algum processo de secagem e moagem da droga vegetal, ou
da secagem do proprio extrato fluido (SOUZA et al., 2008; AHMAD-QASEM et al., 2016).
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A secagem pode ser definida como uma operacéo utilizada para remocao do liquido de
um material atraves da aplicacdo de calor (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001). Para
este fim, sdo utilizados varios modelos de equipamentos e técnicas diferentes, os quais podem
ser citados: leito de jorro (fluidized bed drying), liofilizacdo e spray dryer (GALLO et al.,
2015). A escolha do tipo de secador que sera empregado dependera de alguns fatores, como:
caracteristicas da matéria-prima, facilidade de processamento, volume processado,
caracteristicas do produto final e custos (CATELAM, 2010). Nas preparacdes fitoterapicas, a
forma sdlida (p0), tem sido a preferida no ambito industrial, seja para utilizagdo na forma
farmacéutica final ou como insumo para demais formas farmacéuticas sélidas, ou mesmo
semissdlida e liquida (SOUZA et al., 2015).

2.5.1 Secagem por aspersao (spray drying)

A operacdo unitaria secagem é amplamente utilizada na producdo de farmacos e outros
produtos farmacéuticos, com o objetivo de transferir simultaneamente o calor e a massa,
acompanhada de transformacdes fisico-quimicas (PLA et al., 2018). O processo de secagem €
geralmente descrito como a remocéo térmica de substancias volateis (umidade) para adquirir
um produto sélido seco (AMBROSIO-UGRI; TARANTO, 2004).

Substancias e ingredientes ativos provenientes de plantas atrairam grande interesse pelas
industrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas, para a concepcao de novos nutracéuticos,
produtos alimenticios funcionais, fitoterapicos, fitocosméticos, conservantes naturais e
antioxidantes (BENELLI et al., 2015). A industria de alimentos e a farmacéutica tém investido
altos valores nos ultimos anos para o desenvolvimento de produtos secos com vantagens
tecnoldgicas em relacdo aos produtos liquidos (ARARUNA et al., 2013). Estas vantagens sdo
importantes, pois bioativos a base de plantas, principalmente extratos fluidos, sofrem répida
degradacdo devido a alguns fatores como, umidade, luz, temperatura e oxigénio (FANG;
BHANDARI, 2010).

Por esses motivos, 0s extratos secos sao considerados tecnologicamente viaveis para a
producdo em larga escala, devido ao fato de proporcionar maior estabilidade fisica, quimica e
microbiologica das substancias quimicas neles presentes (SOUZA et al., 2015). Assim como,

menores custos de transporte e armazenamento sdo beneficios oferecidos pelo material seco
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(BENELLI et al., 2015; GALLO et al., 2015). No entanto, ha pesquisas demonstrando que a
secagem pode afetar a atividade e a estabilidade dos componentes bioativos, devido a
degradacdo quimica e enzimatica, ou por causa da volatilizacdo e decomposicdo térmica
(DORTA; LOBO; GONZALEZ, 2012). Também, em geral, esses extratos secos sdo altamente
sensiveis a umidade atmosférica, proporcionando maior higroscopicidade e ocasionando
problemas na forma farmacéutica final (TONG et al., 2008).

Entre os métodos de secagem, a técnica por aspersdo (spray drying) € o destaque
(OLIVEIRA; PETROVICK, 2010), onde basicamente ocorre a transformacdo de um produto
fluido para o estado sélido (p6), por meio da disperséao de goticulas do material liquido em uma
corrente de ar aquecida, no interior de uma camara de secagem (MASTERS, 1985). A
desidratacdo das goticulas de liquidos atomizadas acontece a partir da superficie (Figura 1),
conduzindo para a formacdo de uma camada externa de material seco. Por intermédio desta
camada, o liquido situado no interior da goticula propaga-se para o exterior (LACHMAN;
LIEBERMAN; KANIG, 2001).

| Aspersdo do produto |
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Figura 1 — Representacgdo da formagdo de particula através de secagem por aspersao (spray drying).
FONTE: Adaptado de OLIVEIRA; PETROVICK (2010).

No processo de spray drying ocorre a geracdo de goticulas de solugbes (aquosas ou
organicas), suspensdes ou emulsdes, que sdo rapidamente transformadas em pé pela acéo do ar
quente (GONNISSEN et al., 2008). A secagem por aspersdo possui como caracteristica
importante, o processamento continuo do material fluido, produzindo pequenos aglomerados
com formato quase esférico (DONG et al., 2018). Essa Gltima afirmagdo é um parametro que
influencia nas forcas que as particulas exibem no fluxo dos fluidos e no empacotamento das
particulas quando formam o p6 (VEHRING, 2008). Alias, outros parametros relacionados as
condicdes operacionais, por exemplo, temperatura do ar de entrada, vazao de ar, atomizacéo,

inclusdo ou ndo de adjuvante de secagem em relagéo ao residuo sélido do extrato vegetal fluido,
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interferem no rendimento do processo, nas propriedades fisico-quimicas do extrato seco
(GALLO et al., 2015), e diminuem a aderéncia das particulas na cdmara de secagem (sticking)
(OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). Ja em relacdo ao tamanho de particula do po resultante, os
fatores que influenciam séo: viscosidade, teor de solidos, tensdo superficial do produto fluido a
secar e fluxo de alimentacdo (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).

Para extratos derivados de plantas, o uso de adjuvantes pode ser util no processo de
secagem, quando ha a necessidade de reducdo da formacdo de aglomerados e da
higroscopicidade, podendo estes, afetar também as caracteristicas de biodisponibilidade
(SOUZA et al., 2009). Podem ser utilizados como adjuvantes: ciclodextrinas, goma arébica,
amido, dioxido de silicio coloidal, fosfato tricélcico, lactose, maltodextrina, entre outros
(SILVA JUNIOR et al., 2006). Estes adjuvantes, também denominados de aditivos de secagem,
minimizam o efeito de “cola” do produto, impedindo a adesdo dele na cdmara do secador
(TACON, 2012). Cargas eletrostaticas geradas pela passagem no sistema de alimentacdo, no
bico atomizador ou pela fricgdo nas paredes da cdmara e do ciclone, também podem permitir
esta adesdo. Porém, este efeito diminui durante o processo, apds a passagem de varias camadas
de p6 (MURTOMAA et al., 2004).

Existem varios equipamentos de secagem por atomizacdo (aspersdo), sendo o0s
principais, o spray dryer e o leito de jorro (Figura 2) (SOUZA, 2003), porém a escolha
dependerd do material a ser seco e das caracteristicas pretendidas para o produto resultante
(OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). Estes equipamentos operam com temperaturas de entrada
relativamente baixas, com eficiéncia similar a outros secadores diretos, apresentando um
produto seco com caracteristicas homogéneas, e sendo adequados para produtos
termossensiveis, como 0s extratos vegetais, pois o tempo de permanéncia do material na cdmara
de secagem é relativamente pequeno (MASTERS, 1985). Os extratos secos obtidos podem
apresentar caracteristicas fisico-quimicas diferentes, como a umidade residual, tamanho de
particula, estabilidade e solubilidade, caracteristicas essas dependentes do tipo de produto a
secar e das condic¢des operacionais do processo (SOUZA et al., 2015).

Spray dryer é amplamente utilizado em processos industriais que compreendam a
secagem de goticulas liquidas. Podem ser produzidos por este equipamento pds finos (soltos)
(SILVA et al., 2012). Por outro lado, o leito de jorro tem como principal finalidade promover
a secagem de materiais granulares, pastas e suspensdes, granulacdo e revestimento de
particulas; adicionalmente, extratos secos padronizados oriundos de extratos de plantas
medicinais também podem ser produzidos por esta técnica (SOUZA, 2003). Para este ultimo, o
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uso do leito de jorro tem sido propagado devido a propriedade de alta taxa de circulacéo de
particulas inertes e da uniformidade da temperatura (SILVA et al., 2012). Na pesquisa de
SOUZA (2003), a qual processos de secagem foram comparados, 0 processo em leito de jorro

apresentou boa viabilidade técnica e econdmica, tornando-se uma 6tima alternativa frente ao

spray dryer.

Figura 2 — Modelos de equipamentos utilizados para secagem por aspersdo. A: Spray dryer — LM — MSDi 1.0
Labmag do Brasil — LTDA; B: Leito fluidizado (leito de jorro) — FBD 1.0 Labmaq do Brasil — LTDA.
FONTE: Arquivo Pessoal.

2.6 Descricdo das matérias-primas utilizadas

2.6.1 Endopleura uchi (Huber) Cuatrecasas

Endopleura uchi (Huber) Cuatrecasas (E. uchi) € uma espécie brasileira encontrada na
mata firme em estado silvestre (floresta primaria), dissipada por toda a bacia amazonica,
abrangendo desde o Peru, até os estados brasileiros, Pard e Amazonas (MARX et al., 2002;
SHANLEY:; GAIA, 2004; POLITI et al., 2010;). E. uchi pertence a familia Humiraceae, sendo
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esta, constituida por mais outros 7 géneros, sendo eles, Duckesia, Hylocarpa, Humiria,
Humiriastrum, Sacoglottis, Shistostemon e Vantanea. Além disso, esta familia compreende
quarenta e nove espécies, das quais oito ocorrem na América Tropical e uma na costa da Africa
(CUATRECASAS, 1961).

Endopleura é uma palavra derivada do grego, endon (dentro), e pleuron (costela),
devido ao fato das sementes contidas no endocarpo estarem organizadas em estruturas
semelhantes a costelas (CARVALHO; MULLER; BENCHIMOL, 2007). Popularmente, esta
planta é conhecida na Regido Amazdnica como: uxi, uchi, uchi-pucu, uxi-amarelo, uxi-liso,
uxi-ordinario, cumaté e pururu (CUATRECASAS, 1961; SCHULTES, 1979). Um estudo
aperfeicoado deste vegetal foi realizado por José Cuatrecasas, botanico espanhol, que verificou
algumas caracteristicas diferentes na espécie Sacoglottis uchi, anteriormente descrita por
Jacques Huber, principalmente na antera (por¢édo terminal do estame das flores) e no endocarpo.
A partir disso, criou um novo género Endopleura para a espécie uchi, sendo constituida apenas
por um grupo, ou seja, monotipica, e com sinonimia Sacoglottis uchi (Huber)
(CUATRECASAS, 1961; CAVALCANTE, 1996).

A madeira desta espécie é muito utilizada na construcéo civil e naval, na marcenaria e
carpintaria, principalmente para a fabricacdo de laminados (SOUZA; MAGLIANO;
CAMARGOS, 1997). As cascas desta arvore sdo usadas pela populacdo da sua regido de
abrangéncia, na forma de cha (maceracdo), pela medicina tradicional, para combater
inflamacGes, tumores, infeccBes uterinas, artrite, colesterol e diabetes, sendo amplamente
comercializadas em feiras e mercados (CORREA, 1984; POLITI et al., 2010). Os frutos desta
espécie também sdo muito apreciados, podendo ser consumidos em polpas, vinhos e 6leos,
diversificando as formas de preparacdo da culinaria local (SHANLEY; GAIA, 2004; SILVA,
TEIXEIRA, 2015).

As arvores de E. uchi ocorrem sob baixas densidades nas florestas ndo manejadas, sendo
gue na mata, 9 arvores por hectare podem ser encontradas (SHANLEY; MEDINA, 2005). S&o
arvores que apresentam coloracdo cinza palida na parte exterior do caule, e avermelhada na
parte interna. Elas podem alcancar 25 a 35 m de altura, quando bem desenvolvidas (POLITI et
al., 2011). O uxizeiro possui tronco reto, cilindrico, que pode ter até 1 m de didmetro, e com
cascas espessas (CARVALHO; MULLER; BENCHIMOL, 2007). Devido ao avanco do
desmatamento nas florestas tropicais da Amazonia, a populacdo destas arvores ja é considerada
reduzida (MARX et al., 2002).
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As folhas dos uxizeiros sdo coriaceas, possuem margens serrilhadas e apice acuminado,
no formato eliptico-oblongas e um peciolo longo, que varia de 1 a 2,3 cm. As veias sdo opacas
e formam um reticulo visivel. Quando a planta é jovem, as folhas apresentam cor avermelhada,
e na fase que estd madura, as folhas mudam de coloracao para verde escuro (CUATRECASAS,
1961).

Normalmente as flores do uxizeiro aparecem no final do periodo chuvoso, entre o0s
meses de junho e julho (MARX et al., 2002). A maioria dos uxizeiros produzem frutos em todos
0S anos, porém a quantidade produzida pode variar (SHANLEY; MEDINA, 2005). Os frutos
amadurecem no periodo de dezembro até junho, caindo nos meses de fevereiro a maio
(CAVALCANTE, 1996; SHANLEY; MEDINA, 2005). O fruto do uxizeiro apresenta
peculiaridades como: epicarpo liso e com coloracdo verde-amarelada ou parda-escuro quando
maduro, composto por uma dupla camada de 5 a 7 cm de comprimento, e 3 a 4 cm de diametro,
com peso entre 50 e 70 g. E um alimento apreciado e conhecido na Regifo Amazonica,
principalmente como fonte de subsisténcia para algumas comunidades rurais (SHANLEY;
LUZ; SWINGLAND, 2002).

Segundo pesquisa realizada por Becker et al. (2018), o fruto uchi, pode ser considerado
fonte de lipidios, proteinas, carboidratos, vitamina C e minerais, como cobre, magnésio, ferro
e zinco. Os &cidos graxos identificados na polpa deste fruto sdo principalmente o acido oleico
(7,38%) e acido palmitico (3,78%) (MARX et al., 2002). Sendo assim, o fruto de E. uchi pode
ser considerado um alimento funcional, pois além destes nutrientes, outros estudos
demonstraram a presenca de carotenoides com atividade pro-vitamina A, como o B-caroteno
(MAGALHAES et al., 2007).

2.6.1.1 Usos terapéuticos

E. uchi € uma planta que merece destaque pela area cientifica, pois além de ter uma
importancia econémica e nutricional para a populacdo da Amazonia brasileira, ela pode ser
transformada em um medicamento fitoterdpico (TACON, 2012). Afirmacdo que pode ser
justificada pelo uso das cascas desta planta com finalidades terapéuticas, principalmente por

comunidades do interior do estado do Amazonas e ribeirinhas, onde curandeiros, parteiras e
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especialistas em drogas vegetais detém o conhecimento sobre a preparagdo e a administracéo
(CARVALHO; MULLER; BENCHIMOL, 2007; SANTOS et al., 2012).

Pedrollo et al. (2016) realizaram um levantamento de plantas medicinais utilizadas em
cinco comunidades ribeirinhas as margens do Rio Jauaperi, entre os estados de Roraima e
Amazonas. Nesta busca, 119 espécies botanicas foram registradas, e entre elas a E. uchi foi
bastante citada, com descri¢do do uso das cascas do caule e sementes para o tratamento de dores
de estdmago, disenteria, doengas que acometem o figado, anemia, como regulador menstrual e
para hemorragias. Do mesmo modo, Santos et al. (2012), observou praticas terapéuticas
empregadas em comunidades da bacia do Rio Unini no estado do Amazonas, e encontrou
muitos relatos sobre E. uchi administrada para dismenorreia, metrorragia e calculos renais. Na
maioria dos casos, ndo ha identificacdo das doses que devem ser administradas, e tdo pouco da

guantidade de cascas utilizadas para a preparacdo dos chas.

Mas longe destas localidades interioranas, em cidades maiores, as cascas de E. uchi sdo
amplamente comercializadas em mercados e feiras, com indicagdo de uso na forma de cha, para
atuar como anti-inflamatério, principalmente inflamagdes uterinas, miomas, ovarios
policisticos, artrite, hipercolesterolemia e diabetes (CORREA, 1984; REVILLA, 2001).
Também podem ser atribuidas a extratos aquosos e fracdes cloroférmicas obtidas das cascas, a
atividade antioxidante e acdo anti-inflamatéria (MUNIZ, 2013). Além de outras indicacdes
exploradas pelos pesquisadores, sendo a acdo antimicrobiana, sobretudo contra Candida
albicans, a mais estudada (POLITI et al., 2011; TACON, 2012).

Quanto aos efeitos toxicos desta planta, basicamente para a infusdo das cascas, alguns
testes foram realizados, sendo que ndo ocorreu citotoxicidade em fibroblastos da cornea de
coelhos (SIRC, CCL-60), com valores de sobrevivéncia de 100%, e na avaliacdo da toxicidade
oral aguda em camundongos (Mus musculus) machos, as doses administradas nao geraram
sinais de toxicidade sistémica, como alteracOes fisioldgicas ou comportamentais, tampouco,
mortes em nenhum dos 20 animais utilizados (POLITI et al., 2010; POLITI et al., 2011).
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2.6.1.2 Estudos fitoquimicos das cascas de E. uchi

Assim como a E. uchi, diversas espécies de plantas possuem fins terapéuticos, onde
muitas substancias sdo extraidas e utilizadas na producdo de medicamentos, ou 0s extratos sao
usados no tratamento de enfermidades (CELIK, 2012). Essas substancias sdo metabélitos
secundarios produzidos pelas plantas, divididas em grupos de acordo com sua estrutura
quimica, as quais algumas também podem ser toxicas para o ser humano (DAI; MUMPER,
2010).

Uma triagem fitoquimica a partir das cascas de E. uchi revelou a predominéncia de dois
triterpenos pentaciclicos (&cido masilinico e metil maslinato), e duas substancias derivadas do
acido galico (bergenina e dimetil-bergenina) (LUNA, 2000). Nunomura et al. (2009)
identificou a bergenina como maior constituinte das cascas de E. uchi. Inicialmente, a
bergenina estava sendo isolada somente do fruto, de modo semelhante ao que ocorria com
outras plantas medicinais, como a Bergenial crassifolia, Mallotus philippinensis, Corylopsis
spicata, Caesalpinia digyna, Mallotus japonicas, Humiria balsamifera e Sacoglottis
gabonenses (SILVA; TEIXEIRA, 2015).

Na caracterizacdo do extrato aquoso liofilizado, também das cascas do caule, outros
constituintes quimicos foram identificados, por meio de uma triagem fitoquimica, como a
presenca de acucares redutores, glicosideos cardiacos, purinas, lactonas sesquiterpénicas, outras
lactonas e taninos (PINHEIRO; ROSARIO, 2006). Do mesmo modo, outros estudos
fitoquimicos, através de fracionamento cromatografico, revelaram, a partir do extrato bruto em
etanol das cascas de E. uchi, uma mistura de esteroides formada por B-sitosterol (75,5%) e
estigmasterol  (24,5%), do triterpeno pentaciclico 3-oxo-friedelina, do triterpeno
pseudotaraxasterol (CASTRO, 2013). A bergenina também foi isolada nos galhos e folhas de
E. uchi, além do triterpeno friedelina (MUNIZ, 2013).

A bergenina, marcador quimico desta espécie, € descrita como um C-glicosideo do 4-
O-metil &cido galico, caracterizada por conter trés grupos hidroxila (OH) e dois grupos
hidroxila fendlicos, onde estes sdo potencialmente ativos (SILVA; TEIXEIRA, 2015). Ela é
composta por trés anéis de seis membros: um anel aromatico, um anel glucopiranose e um anel
d-lactona (Figura 3) (YE; SUN; PAN, 2004). Esta estrutura da molécula da bergenina favorece
a formacéo de seis ligacOes de hidrogénio intermoleculares e uma intramolecular gerando uma

extensa rede de ligacOes de hidrogénio para a formagdo do cristal (RASTOGI; RAWATA,
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2008). Algumas propriedades desta molécula sdo importantes destacar, sendo que, ela sofre
degradacéo em pH neutro (cerca de 82,7%) e alcalino, deste modo, sendo muito estavel em pH
acido (1.0, 3.0 e 5.0). A bergenina é fracamente solGvel a 25 °C e altamente soluvel em
temperaturas acima de 60 °C. Por fim, ela apresenta boa estabilidade a 75% de umidade relativa
e 40 °C de aquecimento (FREITAS, 2013).

gHon

Figura 3 — Estrutura quimica da bergenina.
FONTE: Adaptado de NUNOMURA et al., 20009.

Na determinacdo da acdo anti-hepatotdxica da bergenina isolada de Mallotus japonicus,
os resultados demonstraram atividade reduzida da transaminase glutdmico-piravica (TGP) e do
sorbitol desidrogenase (SDH), liberadas pelos hepatdcitos intoxicados com tetracloreto de
carbono (CCls) (KIM et al., 2000). J& em pesquisa realizada com a bergenina identificada e
isolada do extrato metandlico das cascas de E. uchi, a acdo anti-inflamatdria foi testada pela
medida da concentracdo inibitoria (Cl) de trés enzimas: COX-1 e COX-2 (ciclooxigenases) e
fosfolipase A2. A bergenina inibiu seletivamente a COX-2, tornando-se alvo para o tratamento
da inflamagdo com seguranca gastrointestinal (NUNOMURA et al., 2009). A inibicdo do
crescimento de microrganismos, principalmente leveduras como Candida albicans, Candida
tropicalis e Candida guilliermondii, também pode ser atribuida a bergenina (SILVA et al.,
2009).

A caracterizacdo farmacocinética das substancias € primordial durante o
desenvolvimento de medicamentos. Isso ocorreu com a bergenina, onde doses de 11,25 mg/kg,
administradas por via intravenosa em Ratos Wistar, foram utilizadas para determinar a
absorcédo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo. Por meio do plasma destes ratos, 0s

pesquisadores observaram que a bergenina foi amplamente distribuida e eliminada com
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velocidade moderada (SHI; SHI; MENG, 2006). Em outro estudo, foi administrada, dose Unica,
22,5 mg/kg de bergenina por via oral em ratos, e apds analise do plasma, os resultados ndo
foram satisfatorios, indicando que a bergenina é facilmente degrada no sistema digestivo,

incluindo metabolismo rapido e ma absorcéo, com eliminacédo de 33 minutos (QIN et al., 2007).

2.6.2 Bertholletia excelsa H. B. K. (castanheira-do-brasil)

A castanheira (Bertholletia excelsa H. B. K.) € considerada uma espécie nativa da
Amazo0nia, a qual foi descrita por Humbolt, Bonpland, e posteriormente por Kunth (FERREIRA
et al., 2016). A castanheira é uma arvore tropical e nativa da América do Sul, onde sua area de
distribuicdo abrange paises como, Brasil, Peru, Colémbia, Venezuela e Equador (YANG,
2009). Esta arvore possui caracteristica dominante e de grande porte, sendo seu habitat restrito

a regides ndo inundaveis (regides de terra firme) (MORI, 1990).

Nas florestas, as castanheiras ndo sdo encontradas individualmente, mas sim,
disseminadas em grupos, denominados de bosques ou castanhais, com 50 a 100 individuos,
sendo que, a distancia entre cada conjunto pode ser de aproximadamente 1 km (WADT;
KAINER; GOMES-SILVA, 2005; JR SHEPARD; RAMIREZ, 2011). Conhecidas como as
espécies arboreas mais longevas, maiores e hiperdominantes da Amazonia, elas desempenham
papel vital na manutencédo deste ecossistema (THOMAS; ATKINSON; KETTLE, 2018).

Quanto a classificacdo botéanica, a B. excelsa pertence a familia Lecythidaceae, uma das
familias de arvores ecologicamente mais importantes em areas ndo inundaveis, porém com bom
desenvolvimento nos habitat secundarios, como por exemplo, em regifes de regeneracdo apos
gueimadas (MORI, 1990). As castanhas, sementes destas arvores, sdo conhecidas e apreciadas
internacionalmente, razdo pela qual, a denominagdo castanha-do-brasil foi criada pelo
Ministério da Agricultura do Brasil, a partir do Decreto 51.209 de 18/09/1961. Porém,
popularmente, ela pode ser denominada como: castanha-do-pard, amendoeira-da-américa,

castanha-mansa, castanheira e castanheira-verdadeira (LIMA, 2014).

A castanheira atinge até 50 m de altura, apresentando uma copa dominante, com ramos
somente nas extremidades; um tronco liso e com coloragdo acinzentada. Suas folhas séo

descritas como laminas coridceas de base aguda e margens onduladas, verde-escuras na parte
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superior e palidas na inferior, levemente aveludadas. As flores possuem pétalas brancas,
grandes e concavas (COELHO, 2013; FERREIRA et al., 2016). Estas flores aparecem somente
nas estacOes chuvosas e ficam abertas por algumas horas ao nascer do sol, caindo na mesma
tarde (WADT; KAINER; GOMES-SILVA, 2005).

Para garantir a producdo de frutos, a castanheira depende da agdo de agentes
polinizadores, principalmente as abelhas médias e grandes (CHAVES, 2007). A maturacéo
destes frutos ocorre por um periodo de 14 meses, 0s quais caem, anualmente, durante a estacédo
chuvosa (WADT; KAINER; GOMES-SILVA, 2005). O ouri¢o, nome designado ao fruto, €
composto por duas camadas esféricas lenhosas, onde a externa é de espessura fina e a interna
assemelha-se a uma cépsula (pixidio), medindo de 8 a 16 cm de didametro. Os ouricos pesam
entre 0,5 a 5 kg e sdo constituidos por 10 a 25 sementes. Uma arvore pode produzir de 63 a 216
frutos por estacdo (SIMOES, 2014).

As sementes dos ourigos sdo comestiveis e denominadas de améndoas, sendo encontras
em tamanhos variados, de 4 a 7 cm, e peso entre 4 a 10 g. A casca que as envolve é bastante
dura e rugosa (SIMOES, 2014). No sudoeste da Amazonia, a coleta e a queda dos ouricos
acontece principalmente nos meses de janeiro e fevereiro (WADT; KAINER; GOMES-SILVA,
2005). Castanheiras maduras podem fornecer de 250 a 500 kg de améndoas por ano (YANG,
2009).

No Brasil, a castanha-do-brasil é considerada uma das mais importantes sementes
oleaginosas e atrai interesses de varios segmentos industriais. Indmeros modelos de
transformacédo e processamento estdo sendo avaliados para melhorar a produtividade desta
matéria-prima para obter um melhor custo-beneficio (SANTOS et al., 2012). Além disso, estas
sementes sdo valiosas também para muitas pesquisas cientificas, devido ao seu potencial
biolégico e pelo elevado teor de nutrientes, principalmente 0s nutrientes essenciais
(FERREIRA et al., 2016).

O interesse por esta semente oleaginosa esta associado a utilizagdo de seus constituintes
bioativos, como por exemplo, o selénio, e por seus niveis de acidos graxos essenciais, 0s quais
podem apresentar capacidade antioxidante, podendo ser aproveitados para elaboracdo de
medicamentos e cosméticos, assim como, em produtos que auxiliem na medicina preventiva
(SANTOS, 2012). Alem disso, as castanhas-do-brasil sdo apresentadas como 6timas fontes de
nutrientes, incluindo fibras, proteinas, magnésio, fésforo, tiamina, niacina, vitamina E, vitamina

B6, célcio, ferro, potassio, zinco e cobre (YANG, 2009).
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As améndoas sdo constituidas majoritariamente por 6leo (60-70%) e proteina (17%).
Porém, quando comparada ao amendoim e castanha-de-caju, as castanhas-do-brasil apresentam
0 menor teor de proteina, mas a maior relacao de proteina:gordura (1:4). As proteinas presentes
na castanha-do-brasil séo ricas em aminoacidos, permitindo melhor absorcao de selénio e outros
minerais. O selénio fortemente ligado a proteinas pode ser armazenado em plantas, o que
justifica a forma com que o selénio € encontrado nestas améndoas, onde 96% deste mineral
estdo ligados a proteinas (CARDOSO et al., 2017; SHANG et al., 2017). Contudo, fatores
como: tipo de solo, umidade, pH e maturidade das arvores, podem afetar a quantidade de selénio
nas améndoas (YANG, 2009).

2.6.2.1 Oleo fixo de castanha-do-brasil

Oleos vegetais sdo formados por uma mistura complexa de acidos graxos saturados e
insaturados, sendo que, quanto maior a proporcdo de acidos graxos saturados, maior é a
estabilidade do 6leo (KONUSKAN; ARSLAN; OKSUZ, 2019). De acordo com a ANVISA,
RDC n° 270, de 22 de setembro de 2005, 6leos vegetais e gorduras vegetais podem conter
pequenas quantidades de outros lipidios, como fosfolipidios, constituintes insaponificaveis e

acidos graxos livres.

A Floresta Amazonica possui um patriménio amplo em plantas oleaginosas, cuja
exploracdo comercial € muito importante para o local. Os &cidos graxos encontrados nas
principais oleaginosas da Amazoénia apresentam alto nivel de instauracdo, dentre os quais se
destacam o acido oleico e o &cido linoleico (KONUSKAN; ARSLAN; OKSUZ, 2019). A
presenca de acidos graxos poli-insaturados e vitaminas encontradas nos 6leos vegetais
desempenham um papel fundamental na saude humana, sobretudo na prevencao de doengas
(SERRA et al., 2019).

O dleo da castanha-do-brasil apresenta boa proporcdo de acido graxo insaturado
(75,6%), sendo este, comparado pela quantidade, com o azeite de oliva (83%). O alto contetido
de &cido oleico (29 a 34,55%) e acido linoleico (37,53 a 42,80%) propiciam interessantes efeitos
terapéuticos, tanto para a industria de cosméticos, quanto para a inddstria de medicamentos
(CHUNHIENG et al., 2008; QUEIROGA et al., 2009). Este 0leo pode ser extraido de diversas

formas, dentre elas, citam-se: extracdo a frio, comumente realizada por prensas hidraulicas ou
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mecanicas; extracao solido-liquido, com a utilizacdo de solventes combinados ou isolados, e
extragdo por fluido supercritico (SANTOS et al., 2012).

O complexo lipidico deste 6leo causa um sensorial agradavel e suave na pele quando
usado em alguns cosméticos ou outro produto farmacéutico, e também preenche as lacunas da
camada cornea, assim como, promove a formacdo de um filme que impede a evaporagdo
excessiva de gua, proporcionando acdo emoliente e hidratante (ARAUJO et al., 2007). Devido
a esta composicao quimica, o 6leo da castanha-do-brasil possui amplas aplicacGes nas areas de
cosméticos, perfumarias e produtos farmacéuticos (ALVAREZ; RODRIGUEZ, 2000). Nestas
indUstrias de cosméticos, os 6leos sdo empregados em formulag6es como veiculos funcionais
ou constituintes da fase oleosa em emulsdes, destacando que, o &cido oleico € amplamente
utilizado na preparacdo de sabdes, sabonetes e emulsbes, garantindo as propriedades
umectantes e emolientes destes produtos (MATOS; DOURADO; PEREIRA, 2015). Outras
propriedades bioldgicas também podem ser atribuidas ao Oleo, quando adicionado
principalmente a formulagbes de sabonetes, como por exemplo, prevenir o crescimento
microbiano, exercer atividade anti-inflamatoria e auxiliar no controle de erupcbes cutaneas
(ZUBAIR et al., 2018).

Como o0leos vegetais sdo ricos em compostos hidrofobicos, eles podem agir também
como inibidores competitivos da enzima tirosinase, atuando na cadeia da sintese de melanina,
podendo tornar-se um 6timo clareador da pele (MONTAZ et al., 2008). Além do que, a
presenca de substancias antioxidantes como o selénio, aceleram a atividade da glutationa
peroxidase, provocando um aumento na concentracdo desta enzima, que reduz o nimero de
peroxidos, protegendo as membranas celulares, os acidos nucléicos e as proteinas contra a
degradacéo dos radicais livres (ARAUJO et al., 2007).

Do mesmo modo, € possivel encontrar a vitamina A, que participa do processo de
crescimento, reproducdo e formacao da pele, agindo principalmente nas unhas e cabelos; e a
vitamina E, que previne a peroxidagdo dos fosfolipidios da membrana e capta elétrons
excedentes dos radicais livres, oxidando-os e protegendo a membrana celular. Estas vitaminas
guando incorporadas através do 6leo em uma forma farmacéutica especifica para o cuidado
com a pele, pode reduzir rugas e diminuir marcas ou manchas desagradéaveis no rosto (ARAUJO
et al., 2007). A vitamina E impede a distribui¢do dos radicais livres no organismo humano,
bloqueando o rompimento das membranas celulares, e consequentemente protegendo o0 DNA
celular, evitando distarbios imunologicos e o envelhecimento precoce (CHUNHIENG et al.,
2008).
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2.7 Sistema Reprodutor Feminino

A anatomia do aparelho reprodutor feminino compreende um conjunto de 6rgéos
internos (dois ovarios, duas tubas uterinas ou trompas de Falopio, utero e vagina), interligado
com 6rgdos externos que formam a vulva (monte do pubis, labios maiores e menores, clitoris,
bulbo do vestibulo e as glandulas vestibulares maiores) (BEZERRA et al., 2016). Os 6rgéos
internos sdo constituidos por uma estrutura basica, a qual contém uma parede de musculo liso,
mucosa no revestimento interno e uma camada externa de tecido conjuntivo frouxo de
sustentacdo. Alteracdes ciclicas ocorrem e sdao normais neste sistema devido a influéncia de
horménios ovarianos, estrogénio e progesterona, liberados durante o ciclo menstrual (YOUNG
et al., 2007).

A vagina humana abrange do colo do Gtero a vulva, e € uma estrutura que apresenta
extrema elasticidade (FLORENCIO-SILVA et al., 2017). Sua mucosa consiste de duas
camadas: um epitélio escamoso estratificado, que varia na espessura durante o ciclo menstrual,
cerca de 200-400 um; e outro é o tecido conjuntivo (também denominado de estroma), com
aproximadamente 2,5 a 3 mm de espessura (KATZ; YUAN; GAO, 2016). A vagina nao
apresenta glandulas na sua estrutura, sendo lubrificada por muco oriundo da cérvice uterina e
transudado derivado da rede vascular. As células do epitélio vaginal produzem glicogénio, por
acdo dos estrogénios, sendo ele convertido em &cido latico, com atuacdo da flora bacteriana,
mantendo o equilibrio do pH (FLORENCIO-SILVA et al., 2017).

Em mulheres saudaveis, a microbiota vaginal é composta majoritariamente por
lactobacilos, garantindo a defesa no local pelo metabolismo do glicogénio, inibindo o
crescimento e proliferagdo de outros microrganismos, principalmente os patogénicos (TABILE
et al.,, 2016). No entanto, recentes estudos, evidenciaram que além do glicogénio, os
lactobacilos dependem adicionalmente da a-amilase para se desenvolverem e exercerem seu
papel de protecdo (NASIOUDIS et al., 2015). O pH vaginal depende também do balango entre
os ions H" e HCOs (GIRIBABU; KARIM; SALLEH, 2018). A faixa de pH normal ou ideal
ocorre entre 4 a 5,5 (WEISBERG et al., 2005). Durante a menopausa, alteracdes do fluido
vaginal sdo aparentes, onde ocorre aumento do pH, devido aos baixos niveis de estrogénio,
diminuindo o conteudo de glicogénio, predispondo a vagina a infeccbes (MIRMONSEF et al.,
2014; PANDA et al., 2014). Secrecbes vaginais geralmente acontecem durante o periodo
menstrual e em algumas etapas do ciclo de vida feminino, porém em alguns casos esta secrecéo

pode ser um sinal patoldgico da paciente (TABILE et al., 2016).
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2.7.1 InfeccBes vaginais ou vulvovaginites

Infeccdes vaginais compreendem cerca de 70% das queixas de mulheres em consultas
ginecologicas, sendo que, as principais identificadas sao: a vaginose bacteriana (na maioria das
vezes ocasionada por Gardnerella vaginalis), candidiase vulvovaginal (principalmente
Candida albicans), e tricomoniase (Trichomonas vaginalis) (ANDRADE et al., 2014). Nos
atendimentos realizados na atencdo priméria de salde, pacientes com alguma destas infeccdes
representam a maioria das consultas médicas, sendo que a prevaléncia ocorre em mulheres com
idade entre 20 e 30 anos (SANCHEZ-HERNANDEZ et al., 2017).

Durante a idade reprodutiva, a infeccdo que mais ocorre no trato genital inferior é a
vaginose bacteriana, afetando milhdes de mulheres anualmente em todo o mundo, sendo
caracterizada pela substituicdo da microbiota vaginal predominante em lactobacilos, por
colonizacdo de bactérias patogénicas (KALRA et al., 2007). Além da Gardnerella vaginalis,
outras bactérias podem causar este tipo de infeccdo, como no caso de Streptococcus pyogenes
(64% dos casos) e Haemophilus influenzae (16% dos casos). 4,6% das queixas clinicas sdo
causadas por Neisseria gonorrhoeae, conhecida como agente de infecgdes sexualmente
transmissiveis (IST) (DAVAL-COTE et al., 2013). A faixa 6tima de pH vaginal para
crescimento da Gardnerella vaginalis ficaentre 6,0 e 6,5, tornando dificil também a sua fixacédo
nas células do epitélio (AROUTCHEVA et al., 2001). O tratamento de primeira escolha para
vaginose bacteriana € o metronidazol, o qual pode ser administrado por via oral ou vaginal, com
duracdo de 7 a 10 dias (BAHAMONDES et al., 2011).

A candidiase vulvovaginal é uma infeccdo da vulva e da vagina, ocasionada por varias
especies de leveduras do género Candida spp., tornando-se patogénicas sob determinadas
mudancas no ambiente vaginal (TABILE et al., 2016). Mudancas no pH, na microbiota vaginal,
e até fatores enddgenos do hospedeiro, podem desencadear a doenga (BOATTO et al., 2007).
Esta infeccdo é estimada como sendo a segunda maior causa de vaginite, apos a vaginose
bacteriana, e embora a maioria esteja relacionada a Candida albicans, outras espécies de
Candida sdo responsaveis por 50% das leveduras encontradas em isolados de pacientes
(PFALLER; DIEKEMA, 2004). Em um levantamento com 82 isolados de Candida obtidas de
pacientes com vulvovaginites, as espécies mais encontradas foram: Candida albicans (41,5%),
Candida famata (15,8%), Candida tropicalis (13,4%) e Candida parapsilosis (11%)
(SHIRKHANI et al., 2016).
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Fatores de viruléncia como formagdo de tubo germinativo, troca fenotipica, adesinas,
formagdo de biofilme e produgdo de enzimas hidroliticas, contribuem para a patogénese da
candidiase (CUTLER, 1991). As manifestacGes clinicas mais comuns para esta forma de
vaginite sdo: leucorreia, prurido, placas esbranquicadas, edema, eritema na vulva e vagina
(BOATTO et al., 2007). Agentes antifingicos triazdlicos tém sido a primeira linha para o
tratamento de candidiases vaginais, porém sua suscetibilidade in vitro ndo é preditiva do
sucesso terapéutico, e a resisténcia a essas drogas também podem estar envolvidas na ineficacia

da terapia, sobretudo em casos recorrentes (MARTINS et al., 2012).

O uso de antibidticos, diabetes, gravidez, uso de contraceptivos orais, uso de roupas
justas, uso de absorventes, deficiéncias imunolégicas especificas e habitos de higiene
inadequados, sdo os fatores que podem desencadear a candidiase (ROSA; RUMEL, 2004). A
higiene intima feminina serve para remover o excesso de residuos, e consequentemente,
prevenir infecgdes. Contudo, os efeitos de uma higiene imprépria e suas consequéncias, ndo
sdo relatados frequentemente. Produtos para higiene intima feminina sdo largamente
encontrados atualmente, com alta diversidade de produtos como, sabonetes liquidos, locdes,
lencos e absorventes; porém todos devem ser usados corretamente para que ndo causem
maleficios a saude das mulheres (RUIZ et al., 2019). Mas poucos estudos existem até o
momento para avaliar os efeitos dos sabonetes intimos sobre os sintomas da vulvovaginite
(GUINOT et al., 2019).

Os medicamentos da classe dos azlis sdo 0s mais comuns para o tratamento da
candidiase vulvovaginal. O alvo deles é a via biossintética do ergosterol, sendo este um
importante componente da membrana celular de C. albicans (BHATTACHARYA; SOBEL;
WHITE, 2016). Além de medicamentos por via oral, outras terapias podem ser implantadas
para o tratamento topico da candidiase, como supositorios e cremes vaginais (DANBY et al.,
2012). O manejo das pacientes com este tipo de infeccédo € dificil devido as poucas opgdes de
medicamentos disponiveis e devido a resisténcia cruzada de C. albicans ao itraconazol e
fluconazol, agentes antifungicos de primeira escolha (DAMKE et al.,, 2011). Outras
recomendagdes para as pacientes com vulvovaginites, concomitante com a terapia
antimicrobiana, sdo os produtos para a higiene intima, que podem causar alivio dos sintomas
(GUINOQOT et al., 2019). Com isso, novas pesquisas sao necessarias para melhorar a escolha
terapéutica para vulvovaginites causadas por leveduras de todas as espécies de Candida, assim

como, novas formulagdes de produtos os quais estes microrganismos ndo sejam resistentes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Obter duas formas farmacéuticas para uso topico contendo extrato seco de Endopleura
uchi (Huber) Cuatrecasas e 6leo de Bertholletia excelsa H. B. K., visando o tratamento e a

prevencdo de vulvovaginites.

3.2 Objetivos especificos

- Caracterizar, por metodologias fisico-quimicas, as matérias-primas vegetais;

- Aplicar planejamentos experimentais para otimizar o método de obtencdo do extrato
liquido de E. uchi;

- Caracterizar as solucdes extrativas aquosas de E. uchi;

- Verificar a influéncia de técnicas de secagem por aspersao (spray drying) e leito de

jorro (fluidized bed drying) na obtencéo de extrato seco de E. uchi;
- Caracterizar o extrato seco de E. uchi obtido;
- Estudar a atividade citotoxica de ambas as espécies vegetais;
- Quantificar o marcador quimico (bergenina) nos extratos secos de E. uchi obtidos;
- Quantificar polifendis e analisar a atividade antioxidante do extrato seco de E. uchi;

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos secos de E. uchi contra cepas de

Candida e contra a bactéria Staphylococcus aureus;
- Desenvolver formulagGes para uso topico utilizando ambas as espécies vegetais;

- Avaliar a estabilidade por 30 dias das formulagBes obtidas através de andlises

organolépticas e testes fisico-quimicos;
- Testar a atividade antifungica das formulagdes obtidas;

- Avaliar a atividade antioxidante das formulagdes obtidas.



4 MATERIAIS E METODOS

Na ilustracdo abaixo, seguem as etapas do processo desta pesquisa:
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Figura 4 — Fluxograma apresentando as etapas da metodologia empregada nesta pesquisa.

FONTE: O Autor.

4.1 Reagentes

- Acido acético;
- Acido formico;

- Acido sulfrico;

- Meio Agar HIMEDIA®;

- Alamar Blue®;
- Amido soluvel;

- Biftalato de potéssio;

- Caldo Sabouraud-dextrose;

- Carbonato de sédio;

- Cloroférmio;



- Dimetilsulfoxido (DMSO);

- Etanol;

- Eter etilico;

- Folin & Ciocalteu's phenol;

- lodeto de potéssio;

- Meio de cultura RPMI;

- Metanol grau HPLC;

- Padréo bergenina- pureza 98% - CN Lab. Nutrition®;
- Perssulfato de potassio;

- Solugdo de Alamar Blue®;

- Tiossulfato de sodio;

- Fenolftaleina;

- Hidroxido de sodio;

- Meio de cultura BHI BD®;

- Meio solido de agar Muller Hinton;
- Polissorbato 80 (Tween™ 80);

- Solugéo salina 0,85%

4.2 Equipamentos

- Agitador eletromagnético Bertel®;

- Balancga analitica Shimadzu® - Modelo AUY-220;

- Balanca de umidade digital/infravermelho Shimadzu® - Modelo MOC 120H;
- Banho-maria Quimis® modelo 0334 M-28;

- Camara climatica ethik®;
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- Cartucho SEP-PAK® Cig Cartridge;

- Centrifuga Centribio®;

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia Thermo Scientific™:

- Estufa de ar circulante Solab® SL 102;

- Filtro a vacuo;

- Forno mufla 220V;

- Leito fluidizado (leito de jorro) — FBD 1.0 Labmaq do Brasil — LTDA,
- Leitor de microplacas Multimode Detetor Beckman® DTX 800;
- Manta aquecedora Nova Instruments®;

- Medidor de pH Hanna Instruments®;

- Moinho de facas Tecnal®;

- Picndémetro;

- Prensa hidraulica;

- Refratdmetro de Abbé;

- Redmetro Brookfield® Modelo R/S +;

- Spray dryer — LM — MSDi 1.0 Labmag do Brasil — LTDA,;

- Viscosimetro Brookfield® Digital Modelo DV-I1 + Pr¢;

4.3 Obtencéo e tratamento dos materiais vegetais

De acordo com a Lei da Biodiversidade (lei 13.123/2015), esta pesquisa foi cadastrada
sob o cddigo A95A37 no Sistema Nacional de Gestdo do Patrim6nio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).



60

4.3.1 Endopleura uchi (Huber) Cuatrecasas

O material vegetal utilizado foi constituido por cascas secas e rasuradas de E. uchi,
adquiridas comercialmente na loja de Produtos Naturais Dr. Juan Revilla, as quais foram
coletadas pela Associacdo dos Trabalhadores Rurais de Eirunepé, da comunidade de Trés
Unidos, localizada a 10 km abaixo do Municipio de Eirunepé, no Estado do Amazonas, a
margem direita do Rio Jurud, durante os meses de julho até novembro, época do ano com poucas
chuvas na Regido Norte do Brasil. A identidade botanica do material vegetal foi comprovada
através da exsicata n® 276857 depositada no herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA).

O material vegetal ao chegar ao laboratério foi avaliado o teor de umidade, atraves de
perda por dessecacdo a fim de verificar a necessidade de secagem adicional antes da
cominuigdo. Posteriormente, esse material foi submetido & secagem em estufa de ar circulante,
sob temperatura de 40 + 2 °C durante 3 dias, com 0 objetivo de retirar a umidade da amostra
para um armazenamento adequado e favorecer o processo de moagem e extracao, assim como,

impedir a degradacdo microbiologica.

4.3.2 Bertholletia excelsa H. B. K. (castanha-do-brasil)

As améndoas da Bertholletia excelsa H. B. K. obtidas a partir das suas sementes com
cascas foram adquiridas comercialmente através da Cooperativa Agrofrutifera dos Produtos de
Urucard (AGROFRUT), situada na Rua Dona Doquinha, n°® 247, bairro de Aparecida,

Municipio de Urucara, no Estado do Amazonas.

As sementes foram higienizadas com agua e cloro ativo a 200 ppm durante 20 minutos
e colocadas em estufa de ar circulante, a temperatura de 60 °C por 12 horas. Em seguida, foi
executada a operagé@o de descascamento das sementes para retirada das améndoas, atraves de
uma prensa manual e com auxilio de um alicate ou uma faca comum. Nesta etapa, foram
selecionadas as améndoas que apresentaram coloracéo branca leitosa e sem odor caracteristico
de Gleo rangoso. Posteriormente, estas améndoas foram colocadas novamente em estufa de ar

circulante a 60 £ 2 °C por 36 horas.
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A extracdo do 6leo fixo de castanha-do-brasil foi realizada a partir da améndoa inteira,

por prensagem mecanica, e logo em seguida, o 6leo foi filtrado por filtragdo a vacuo.

4.4 Caracterizacao fisico-quimica do 6leo de Bertholletia excelsa

As analises do 6leo de castanha-do-brasil foram realizadas de acordo com as normas do
Instituto Adolfo Lutz 42 edicdo (2008).

4.4.1 Determinacéo do indice de acidez

Esse método fornece uma avaliagdo do processo de decomposicao do 6leo por meio da
alteracdo de concentragdo dos ions hidrogénio. Para isso, em um erlenmeyer com 2 g da amostra
(homogénea e liquida) adicionou-se 25 mL da solucédo de éter-alcool (2:1) neutra. Em seguida,
foram acrescentadas duas gotas do indicador fenolftaleina para a titulagdo com solucéo de
hidréxido de sodio 0,1 M padronizada até o aparecimento de uma coloracdo résea, a qual
permaneceu por 30 segundos. Os resultados foram expressos em mg KOH/g, através do

seguinte célculo:

vXxfx5610

Indice de Acidez = 5

Onde:
v = n°de mL de solucdo de hidréxido de sddio 0,1 M gasto na titulacdo;
f = fator de correcdo da solucgéo de hidréxido de sédio 0,1 M padronizada;

P =n° de g da amostra.
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4.4.2 Determinacdo do indice de peroxido

Pesou-se 5 g do 6leo da castanha-do-brasil em um erlenmeyer de 250 mL. Adicionou-
se, nestas amostras, 30 mL de solucdo de acido acético-cloroférmio (3:2 v/v) e 0,5 mL de
solucdo saturada de iodeto de potéssio. Apos repouso de um minuto, acrescentou-se 30 mL de
agua e efetuou-se a titulacdo com solucdo de tiossulfato de sédio 0,1 N padronizada até
desaparecimento da coloracdo amarela. Logo entéo, adicionou-se 0,5 mL de solucdo indicadora
de amido, continuando-se a titulacdo até o completo desaparecimento da coloracdo azul.
Preparou-se uma prova em branco, sob as mesmas condi¢des e titulacdo. O indice de perdxido
foi calculado conforme equacéo abaixo:

(A—B) XN xfx 1000
p

Indice de peréxido =

Sendo que:

A =n° de mL da soluc¢do de tiossulfato de sodio 0,1 N gasto na titulacdo da amostra;
B = n° de mL da solucéo de tiossulfato de sddio 0,1N gasto na titulacdo do branco;
N = normalidade da solucdo de tiossulfato de sédio;

f = fator de correcdo da solucdo de tiossulfato de sddio padronizada;

P =n°de g da amostra.

4.4.3 Determinagdo do indice de refragdo

Ajustou-se previamente o refratbmetro de Abbé com agua para calibracdo. Em seguida,
algumas gotas do 6leo foram colocadas no prisma inferior e aguardou-se até a amostra atingir
a temperatura do aparelho. Realizaram-se trés leituras para determinagdo da média do indice de

refracdo.
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4.4.4 Determinagdo da densidade relativa

Adicionou-se cuidadosamente 0 6leo no picnémetro de vidro de 25 mL e pesou-se. A
densidade relativa foi calculada (d22) determinando a razdo entre a massa da amostra liquida
(o 6leo) e a massa da agua, ambas a 25 °C. O resultado foi expresso pela média de trés

determinaces através do calculo:

A—-B
— = densidade relativaa (25/25) °C

Onde:
A = massa do recipiente contendo 6leo;
B = massa do recipiente vazio;

C = massa da 4gua a temperatura de 25 °C.

4.4.5 Determinacdo da viscosidade aparente e comportamento reoldgico

As analises reoldgicas do 6leo foram realizadas através do viscosimetro Brookfield
Digital DV-II + pr6, com variacéo da velocidade de 0 a 120 rpm (curva ascendente) e de 120 a
0 rpm (curva descendente), em intervalos de 10 segundos e 20 pontos para leitura. O spindle
utilizado foi SC-34. A curva da viscosidade vs. a taxa de cisalhamento foi obtida a temperatura
de25+0,1°C.
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4.4.6 Avaliacédo da citotoxicidade

A avaliacdo da atividade citotoxica foi realizada em linhagens de fibroblastos (MRC-
5). Esse teste foi feito através do ensaio Alamar Blue®. As células foram semeadas na
concentragéo de 0,5 x 10* células/poco em microplacas de 96 pogos. As células foram tratadas
com o 6leo nas concentragdes de 100 pug/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL,
em triplicata. Apos 24 horas de tratamento, 10 pL da solugdo de Alamar Blue® 0,4% foi
adicionada em cada poco das placas, e ap6s 3 horas de incubacdo na placa com MRC-5, foi
realizada a leitura da absorbancia em leitor de microplacas Elisa (DTX800 Beckman e Coulter).
A doxorrubicina (5 pg/mL) foi utilizada como controle positivo (AHMED; GOGAL; WALSH,
1994).

4.5 Controle de qualidade da MPV E. uchi (cascas rasuradas)

4.5.1 Andlise granulométrica por tamisacao

Cerca de 50 g da MPV foram submetidas a passagem através de tamises com abertura
de malha 1 mm; 0,850 mm; 0,710 mm; 0,600 mm; 0,500 mm; 0,425 mm; 0,355 mm e 0,250
mm. A tamisacdo ocorreu em um agitador mecanico, utilizando 60 vibragdes por segundo,
durante 15 minutos. Apds esse tempo, as amostras retidas em cada tamis foram pesadas e

analisadas. O ensaio foi realizado em triplicata (BRASIL, 2010).

Os percentuais retidos foram determinados de acordo com a equagao abaixo, e expressos
graficamente por meio de histograma para verificar a granulometria e a classificagdo do

tamanho das cascas rasuradas.

P1
% Retida pelo tamis = ) x 100
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Onde:
P1 = Peso da amostra retida em cada tamis (em gramas);

P2 = Soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (em gramas).

O diametro médio foi obtido através da equacgdo descrita por Allen Junior; Popovich;
Ansel (2007), conforme equacdo seguinte:

_ 2(% retida x abertura média do tamis)
- 100

Dm

Onde:

Dm = Diametro médio.

4.5.2 Perda por dessecacdo em balanca de infravermelho

O procedimento foi realizado no dia do recebimento da MPV e diariamente durante o
processo de secagem em estufa. Foi pesado cerca de 1 g das cascas rasuradas e distribuidas
uniformemente no coletor do aluminio contido dentro do aparelho. A analise ocorreu sob
temperatura de 105 °C e em triplicata (BRASIL, 2010).

4.6 Caracterizacdo farmacogndstica das cascas cominuidas de E. uchi

4.6.1 Analise granulométrica por tamisacao

Este teste foi realizado conforme descrito no item 4.5.1.
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4.6.2 Determinacéo da perda por dessecacao (PD)

Para este método gravimétrico, foi pesada 1 g das cascas pulverizadas da MPV e
transferidas para pesa-filtros chatos previamente dessecados nas mesmas condicdes
empregadas para esta determinacdo. Agitou-se os pesa-filtros tampados para distribuir a
amostra de maneira uniforme. Apos isso, eles foram colocados em estufa por 2 horas, sob uma
temperatura de 105 °C + 2 °C. Decorrido este tempo, 0s pesa-filtros foram retirados da estufa e
resfriados em dessecador por 30 minutos, e pesados. Toda a operacdo foi repetida, porém com
tempo de secagem de 1 hora, até obtencdo de peso constante. O procedimento foi executado em
triplicata e a porcentagem de perda por dessecacdo foi definida conforme célculo a seguir
(BRASIL, 2010).

Pu — Ps
Pa

PD = .100

Em que:
Pa = Peso inicial da amostra;
Pu = Peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacao;

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

4.6.3 Determinacao do teor extrativo (TE)

Foram pesadas 1,5 g da MPV cominuida e submetidas a extracdo com 150 mL de agua,
sob decoccgdo, por 10 minutos. Apds resfriamento e recomposicdo do volume evaporado, 0
produto foi filtrado, desprezando-se os primeiros 20 mL. Em seguida, 20 g do restante filtrado
foram colocados em pesa-filtros previamente tarados, e evaporados por completo em banho-
maria, agitando-se ocasionalmente. Os pesa-filtros contendo o residuo foram transferidos para
uma estufa com temperatura de 105 °C £ 2 °C, aonde permaneceram por 2 horas. Apds foram

colocados em dessecador por 30 minutos para resfriamento e pesados. O procedimento foi
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repetido até peso constante dos pesa-filtros, com intervalos de 1 hora de secagem em estufa
(BUNDESVEREINIGUNG, 1986).

O resultado foi expresso pela media de trés determinaces, sendo TE calculado segundo

equacao abaixo:

g.FD.100

TE = ——5+=—
m — (m.155)

Onde:

TE = Teor de extrativos (% m/m);
g = massa (g) do residuo seco;
FD = Fator constante (7,5);

m = massa (g) da amostra;

PD = Perda por desseca¢do da amostra (% m/m).

4.6.4 Determinacéo de cinzas totais

Esta determinacdo foi executada com 3 g da amostra cominuida colocadas em cadinhos
de porcelana, as quais foram submetidas ao fogo até completa combustao (auséncia de fumaca),
apresentando cinzas brancas ou ligeiramente acinzentadas. Em seguida, os cadinhos foram
transferidos para um forno mufla e incinerados a temperatura de 550 °C por 3 horas.
Transcorrido este tempo, os cadinhos foram retirados, resfriados em dessecador por 30 minutos
e pesados. Este método foi repetido até peso constante e em triplicata (INSTITUDO ADOLFO
LUTZ, 2008; BRASIL, 2010).

A determinac&o foi realizada através do seguinte calculo:

2—-P1
P3

P
CT(%) = x 100
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Sendo:

CT = Porcentagem de cinzas totais

P1 = Peso do cadinho ap0s a calcinacdo e esfriamento (tara do cadinho);

P2 = Peso do cadinho com amostra apos a calcinacdo e esfriamento em dessecador;

P3 = Peso inicial da amostra.

4.6.5 Determinacéo de polifendis totais (PT)

Inicialmente, foram pesadas 0,750 g das cascas moidas de E. uchi e transferidas para
um baldo de fundo redondo com 150 mL de agua destilada. A preparacdo foi mantida em
decocc¢do por 10 minutos, e em seguida, resfriada a temperatura ambiente. Posteriormente o
contetdo foi colocado em um baldo volumétrico de 250 mL, completado o valor, deixando em
repouso para decantar o material solido. Em seguida, a solugdo foi filtrada, desprezando os

primeiros 50 mL, e o restante constituiu a amostra a ser analisada (Adaptado de BRASIL, 2010).

A concentracdo de PT foi quantificada usando 10 pL do filtrado numa concentracédo de
1 mg/ml, em microplaca, adicionando 50 pL de Folin & Ciocalteu's phenol 10% e incubados
no escuro por 8 minutos a temperatura ambiente. Logo apds esse tempo foi adicionado 270 uL
de solucdo saturada de carbonato de sédio 0,4% e incubado novamente por 3 minutos. Em
seguida, foi realizada a leitura na absorbancia em 620 nm no leitor de microplaca (Multimode
Detetor DTX 800 da Beckman). O teor fenodlico da amostra foi expressa em porcentual
comparados com padrdo &cido galico e também como pg equivalente a acido galico (ug EqAG)
quando comparado a dilui¢do consecutiva do padrao (KIM; PARK; KIM, 2013).

PT(%) = Absorbancia da amostra 100
°/ ™ "Absorbancia do padrao X
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4.7 Otimizagéo do processo para obtencdo da solugdo extrativa (SE) aquosa das cascas
pulverizadas de E. uchi

As SEs foram obtidas através de extracdo a quente por decocg¢éo sob refluxo, utilizando
como solvente a agua, com variacdo da quantidade de MPV e tempo de decocgdo. A otimizagao
da extracdo foi realizada seguindo os planejamentos fatoriais descritos abaixo.

4.7.1 Screening de varidveis com repeticdes das interacdes

Para avaliar a influéncia de especificos fatores sobre as propriedades da solugédo
extrativa aquosa, foi executado um screening de variaveis com repeticdes das interacdes, onde
foram estudados dois fatores em dois niveis. Este experimento avaliou o teor de so6lidos (TS),
o0 teor de PT, e a quantidade de bergenina, em funcdo da relacdo droga:solvente (fator X1), com
dois niveis denominados baixo (-) e alto (+), e tempo de decoccdo (fator Xz), também em dois
niveis, baixo (-) e alto (+), com duas repeti¢fes dos experimentos, conforme descrito na Tabela

1 e Tabela 2, totalizando 8 ensaios.

Fatores Unidade Nivels
-1 +1
X1 - Relacdo droga:solvente % (m/v) 5 10
X2 - Tempo de decocgéo min 5 20

Tabela 1 — Valores utilizados no screening de varidveis para a otimizacao do processo de extragdo de E. uchi.

Ensai Relacao Tempo de
nsaios _ ~
droga:solvente decoccéo
1 -1 -1
2 -1 -1
3 +1 -1
4 +1 -1
5 -1 +1
6 -1 +1
7 +1 +1
8 +1 +1

Tabela 2 — Matriz do delineamento experimental.
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Apo6s término do processo extrativo, foi realizada uma filtragdo grosseira do extrato
liquido, e logo em seguida, foi executada a filtragdo fina a vacuo.

4.7.1.1 Determinacgdo do Teor de Sélidos Soluveis (Residuo Seco) — TS

Foram transferidos 20 mL das SE, exatamente pesados, para pesa-filtros previamente
tarados, e evaporadas até secura em banho-maria. Apoés isso, 0s residuos foram dessecados em
estufa a 105 °C + 2 °C, por 2 horas. Em seguida, colocados em um dessecador para esfriar por
30 minutos e pesados. O processo foi repetido até peso constante, de 1 em 1 hora, e em triplicata.
O TS foi calculado em porcentagem sobre a massa do volume da SE pesado inicialmente
(BRASIL, 2010).

4.7.1.2 Determinacéo de PT

A determinacgéo de PT foi quantificada usando 10 pL da solugdo em uma concentragao
de 1 mg/ml, em microplaca, adicionando 50 pL de Folin & Ciocalteu's phenol 10% e incubados
no escuro por 8 minutos a temperatura ambiente. Logo apds esse tempo foi adicionado 270 uL
de solucdo saturada de carbonato de sodio 0,4% e incubado novamente por 3 minutos. Em
seguida, foi realizada a leitura na absorbancia em 620 nm no leitor de microplaca. O teor
fendlico da amostra foi expresso em porcentual comparados com padréo acido galico (KIM;
PARK; KIM, 2013).

PT(%) = Absorbancia da amostra 100
°/ ™ "Absorbancia do padrao X
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4.7.1.3 Quantificacdo de bergenina

As oito SE obtidas foram previamente secas em leito de jorro, sob os parametros

descritos na Tabela 3, para viabilizar o teste de quantificacéo.

A Condicoes
Parametros - -
Leito de jorro
Temperatura de entrada 110°C
A de temperatura de saida 89°C-90°C
Vazao de ar de secagem 1,5 m¥min
Pressdo do ar comprimido 30 L/min
Bico do pulverizador 1,0 mm
Velocidade de alimentacao 7 mL/min

Tabela 3 — ParAmetros de secagem para 0 equipamento leito de jorro.

Logo, foram pesados 10 mg de cada extrato seco (ES) e dissolvidos em 5 mL de agua
destilada, e em seguida, submetidos a um pré-tratamento em cartucho SEP-PAK Cyg Cartridge.
Em cada coluna, além das amostras, foram adicionados 5 mL de metanol (MeOH).
Posteriormente, a solucdo resultante foi homogeneizada, e cada extrato foi diluido em metanol
para obter uma concentracdo de 1 mg/mL.

A quantificacdo de bergenina foi realizada através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), por meio de um cromatdgrafo da marca Thermo Scientific™, modelo
Finnigan Surveyor, com detector UV-Vis (PDA Plus Detector), injetor ACCELA 600 Pump
automaético e software LC Solutions.

O método utilizado foi adaptado de Nunomura et al. (2009), sendo empregado anélise
em modo isocratico, utilizando coluna C-18 Shim-PACK CLS-ODS (280 mm x 4 mm, e 5 um
de tamanho de particula). Como fase movel foram utilizados 15% metanol grau HPLC em 1%
de &cido formico (pH = 2). Para a preparacao da curva analitica padrdo, foi utilizado o padréo
bergenina em solucéo a partir da concentragdo de 100 pg/mL, sendo diluida até a concentracdo
de 6,25 pg/mL, resultando em 5 concentragdes. Este padrdo foi analisado no comprimento de

onda UVC de 272 nm, com injecdo de 50 pL de cada amostra em triplicata.
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4.7.2 Caracterizacao fisico-quimica das SEs obtidas de E. uchi

4.7.2.1 Determinacéo do pH

Esta determinacao foi realizada com aliquotas de 10 mL das SEs e medidas em triplicata
pelo pHmetro previamente calibrado com solucdes tampéo de pH 7,01 e 4,01 (BRASIL, 2010).

4.7.2.2 Determinagdo da densidade relativa

Foi utilizado picnémetro de vidro limpo e seco, com capacidade de, no minimo, 25 mL
que tenha sido previamente calibrado. A calibracdo consiste na determinacdo da massa do
picnémetro vazio e da massa de seu conteido com agua a 25°C. A amostra de SE foi transferida
para 0 picnémetro e ajustada a temperatura para 25°C. Em seguida foi obtido o peso da amostra
através da diferenca de massa do picnémetro cheio e vazio. A densidade relativa foi calculada
(d32) determinando a razdo entre a massa da amostra liquida e a massa da 4gua, ambas a 25°C

(BRASIL, 2010). O resultado foi expresso pela média de trés determinacdes.

4.7.3 Delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 com repeti¢des do ponto central

Para maior certeza de se alcancar o objetivo, foi necessario mais de um planejamento
fatorial, como uma estratégia sequencial de planejamentos em direcdo a condicdo desejada.
Com isso, foi executado um delineamento composto central rotacional 22, incluindo 4 ensaios
nas condigdes axiais e 3 repeticdbes no ponto central, totalizando 11 experimentos
(RODRIGUES, 2009). Os niveis utilizados e as analises experimentais deste planejamento
estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5, respectivamente, permanecendo os mesmos fatores

citados anteriormente, sobre o TS e PT, como respostas.
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. ) Niveis
Variaveis Unidade
-1,41 -1 0 +1 +1,41
X1 - Relagéo droga:solvente % (m/v) 3,96 5 7,5 10 11,04
X2 - Tempo de decocgéo min 2,93 5 10 15 17,07

Tabela 4 — Valores utilizados no DCCR como uma estratégia sequencial direcionando para a otimizagdo do
processo de extracdo de E. uchi.

Ensaios Relacao Tempo ~ole
droga:solvente decoccéo
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 -1,41 0
6 1,41 0
7 0 -1,41
8 0 +1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0

)

Tabela 5 — Matriz do delineamento experimental DCC

4.7.3.1 Determinacdo do TS

A determinagdo para TS foi realizada conforme descrito no item 4.7.1.1 desta pesquisa.

4.7.3.2 Determinacéo de PT

A quantificacdo de PT foi realizada conforme descrito no item 4.7.1.2 desta pesquisa.
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4.8 Preparacéo dos extratos secos (ES) de E. uchi

A solucdo extrativa (SE) aquosa, preparada com 10% (m/v) de droga vegetal por método
extrativo de decoc¢do pelo tempo de 5 minutos, foi submetida ao processo de secagem por
asperséo, utilizando dois equipamentos distintos, o spray dryer e o leito de jorro (fluidized bed).
A secagem por aspersdo foi realizada sem adjuvantes, em condicGes delimitadas
experimentalmente para cada equipamento, conforme Tabela 6. Para uniformizar o processo,
foram testados em ambos o0s equipamentos, diferentes fluxos (vazdo/velocidade de
alimentacéo), sendo eles: 7 mL/min, 5 mL/min e 3 mL/min. Por fim, os extratos secos foram
caracterizados e avaliados pelo rendimento, umidade e morfologia, com objetivo de escolher o
método mais adequado para dar continuidade aos estudos tecnoldgicos a fim de viabilizar o
desenvolvimento das formulacdes de uso topico, principalmente para a etapa de incorporacao

dos extratos nos cremes e sabonetes liquidos.

A Condicoes
Parametros - -
Leito de jorro Spray dryer

Temperatura de entrada 110°C 110°C
A de temperatura de saida 96 °C - 102 °C 86 °C-95°C
Vazdo de ar de secagem 1,5 m¥min 3,8 m¥/min
Pressdo do ar comprimido 30 L/min 30 L/min

Bico do pulverizador 1,0 mm 1,2mm

Tabela 6 — Pardmetros de secagem para 0s equipamentos: leito de jorro e spray dryer.

4.9 Caracterizacao fisico-quimica dos ES de E. uchi

4.9.1 Rendimento da operacao de secagem

O rendimento operacional foi determinado pela pesagem dos extratos secos obtidos em
leito de jorro e spray dryer, por diferentes velocidades de alimentagédo, conforme equacgéo

abaixo:

W
Rendimento (%) = T 100
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Onde:
W = Massa do extrato seco (g);

Rt = Rendimento teorico.

4.9.2 Perda por dessecacdo em balanga de infravermelho

Foi pesado cerca de 0,5 g de extrato seco e distribuidos uniformemente no coletor do
aluminio contido dentro do aparelho. A andlise ocorreu sob temperatura de 105 °C e em
triplicata (BRASIL, 2010).

4.9.3 Determinacédo de PT

A quantificacdo de PT foi realizada conforme descrito no item 4.7.1.2 desta pesquisa.

4.9.4 Atividade sequestrante do radical DPPH

O teste foi realizado em microplacas com 96 pocos e em quadruplicata. Foi preparada
uma solucdo de 0,05 pg/mL de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) em etanol. 30 yL do extrato
seco dissolvido em agua, e o padrdo &cido galico na concentracdo de 1 mg/mL, foram
adicionados a cada um dos pocos da microplaca para contato com a solucdo de DPPH. A placa
foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente e no escuro, com leitura realizada em
492 nm no leitor de microplaca. Os célculos de porcentual de inibicdo (inibicdo %) foram
realizados baseando-se na absorbéncia do controle (&cido galico) e utilizando o programa
Excel®. Para valores de inibicdo acima de 50%, foram realizadas até 8 dilui¢cbes consecutivas
com o objetivo de obter os valores de Clso, calculados pelo programa GraphPad Prism, verséo
6.0 (BURITS; BUCAR, 2000).
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% inibicdo = 100 — (AbsA/AbsC) x 100

Sendo que:
AbsA = Absorbancia da amostra;

AbsC = Absorbancia do controle (&cido galico).

4.9.5 Atividade sequestrante do radical ABTS

A fim de determinar a atividade antirradical ABTSe, inicialmente, foi preparada a
solugdo de ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) 0,7 mM em 5 mL de 4gua
deionizada e 5 mL de persulfato de potassio 2,4 mM. Em seguida, incubou-se a mistura
reacional em temperatura ambiente na auséncia de luz por 12 horas para obtencdo de uma
solucdo oxidada de tonalidade azul esverdeada. Antes de plaquear, o ABTS oxidado foi diluido
(1:5 v/v) com &gua deionizada, apés isso, incubou-se por 15 minutos na auséncia de luz a
temperatura ambiente e realizou-se a leitura no leitor de microplaca em 620 nm. Os resultados
foram expressos em porcentual de inibicdo e a Clso foi calculada através do programa
GraphPad Prism 6.0. O padrao utilizado foi o acido gélico e as andlises foram realizadas em
quadruplicata (SHANTY; MOHANAN, 2017).

% inibicdo = 100 — (AbsA/AbsC) x 100

Sendo que:
AbsA = Absorbéancia da amostra;

AbsC = Absorbéncia do controle (&cido galico).
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4.9.6 Avaliacédo da atividade antioxidante celular

Esta avaliacdo baseia-se na deteccdo da producdo de ROS intracelular utilizando o
composto fluorescente: 2'7'-dicloro-fluoresceina-diacetato (DCFH-DA). Nesta técnica, foram
utilizadas células de fibroblastos da linhagem MRC5, que foram semeadas na concentracdo de
6 x 10* células/poco, em microplacas de 96 pogos, onde foi adicionado 100 pL de meio de
crescimento nos pocos das placas e incubados por 24 horas. Apos esse periodo, 0 meio de
cultura foi removido e os pocos foram lavados com PBS. Em seguida, foi preparada uma
solucdo a 25 pM de DCFH-DA dissolvida em tampao Hank’s e o extrato foi adicionado
juntamente com essa solucdo de acordo com as concentracOes estabelecidas. Foram adicionados
100 pL dessa diluicdo aos pocos da placa e foram incubados durante 60 minutos a 37 °C e 5%
de COz. Posteriormente, os pocos foram lavados novamente com PBS, e logo em seguida foi
preparada uma solucdo de AAPH a 600 UM dissolvida em tampao Hank’s, 100 pL dessa
solugdo foi adicionada aos pogos e em seguida foi realizada a leitura da placa com a
fluorescéncia mensurada imediatamente no comprimento de onda de excitacdo 485 nm e de
emissdo 520 nm durante 60 minutos em intervalos de 5 minutos. Os controles com e sem
DCFH-DA foram preparados e submetidos a processos analogos. Quercetina foi utilizada como
controle positivo da atividade antioxidante (WOLFE; LIU, 2007).

4.9.7 Avaliacdo da atividade antifngica

Esta andlise foi realizada conforme a Norma M27-A3 que descreve a metodologia de
referéncia para ensaios de determinacdo da sensibilidade de leveduras a terapia antifingica,
estabelecida pela CLSI, 2008 (Clinical and Laboratory Standards Institute), utilizando
microdiluicdo em caldo, através da concentracdo inibitéria minima (CIM). A solugéo estoque
de antifungico Anfotericina B foi preparada previamente através da diluicdo em dimetil
sufoxido (DMSQO). Para esta determinacdo, as colonias utilizadas foram subcultivadas por 24
horas em uma temperatura de 37 °C em agar Sabouraud dextrose por 48 horas. As cepas testadas
foram de Candida albicans (ATCC 90028), Candida Krusei (ATCC 6258), Candida
parapsilosis (ATCC 90018) e Candida tropicalis (ATCC 750). As colonias foram suspensas
em 5 mL de solugdo salina estéril (0,85%) e agitada durante 15 segundos. A densidade celular
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foi ajustada, apds contagem em camara de Neubauer, para uma concentracdo de 2,5 x 10°
UFC/mL, sendo posteriormente transferido o volume inicial para um novo tubo contendo 10
mL de meio RPMI 1640.

O teste foi realizado em placas de microdiluicdo estéreis, descartaveis, com multiplos
pocos (96 pogos em formato de U). Inicialmente foram transferidos, para esta placa, 100 pL do
meio RPMI-1640, a seguir, 100 puL de cada solugdo com o extrato seco (amostra-teste),
aplicadas em duplicata e diluidas, onde a fileira n® 1 continha a maior concentracdo da amostra-
teste (16 pg/mL) e a fileira n°® 10 a menor concentracdo (0,03 pg/mL). Por fim, foram
adicionados 100 pL do in6culo fangico. Os pogos controle de crescimento contendo 100 pL de
meio estéril, isento de amostra-teste, foram inoculados com 100 pL das suspensdes
concentradas dos indculos. A fileira n® 12 da placa de microdiluicdo é usada para efetuar o
controle da esterilidade apenas com meio isento de amostras-testes. As placas de microdiluicédo
foram incubadas a 37 °C durante 24 e 48 horas, observando presenca ou auséncia de
crescimento visivel para leitura visual da concentracdo inibitéria minima (CIM), tendo como
comparagdo o crescimento nos pocos do controle positivo. O valor de CIM de anfotericina B
foi definido como a menor concentracdo capaz de inibir completamente (100%) o crescimento

fangico.

4.9.8 Determinacéo atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do ES de E. uchi foi determinada através da metodologia de
difusdo em agar com adaptactes do CLSI (2009a). A cepa da bactéria Staphylococcus aureus
ATCC 29213 foi inoculada em agar BHI (Brain Heart Infusion) e incubada a 37 °C durante 24
horas. Com este indculo, a turvacdo foi ajustada até 0,5 da Escala de McFarland em solucéo
salina estéril 0,85%. A solucdo estoque foi preparada com ES dissolvido em agua destilada.
Apos incubagdo, com um swab, uma amostra de bactérias em solucéo salina foi transferida para
placas de Petri com meio sélido de agar Muller Hinton. Neste meio de cultura foram feitos
pogos com a capacidade de 100 pL, onde foi inserido o ES em dissolvido em &gua (3,2 mg/mL).
As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C. Foi verificada a presenca ou auséncia de halos
de inibicdo nos pocos com a amostra. O controle positivo foi a oxacilina na concentracdo de
100 pg/mL.
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4.10 Morfologia das particulas dos ES

A anélise da morfologia de particulas dos ES obtidos pelas diferentes técnicas de
secagem foi realizada através da microscopia eletronica de varredura (MEV), onde
inicialmente, os ES em contato com o suporte metalico (Stub) foram cobertos com ouro e, em
seguida, avaliados através de microscopio eletrénico de varredura utilizando o equipamento
Tescan® modelo VEGA3, em aumentos de 5.000, 10.000; 15.000, 20.000 e 30.000 vezes, para

a obtencdo das imagens.

4.11 Avaliacdo da citotoxicidade

A avaliagdo da atividade citotoxica foi realizada em linhagens de fibroblastos (MRC5).
Esse teste foi feito através do ensaio Alamar Blue®. As células foram semeadas na
concentragdo de 0,5 x 10* células/pogo em microplacas de 96 pogos e tratadas com o ES diluido
em agua, nas concentraces de 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL
(triplicata). Apos 24 horas de tratamento, 10 puL da solugdo de Alamar Blue® 0,4% foi
adicionada em cada poco, e apds 3 horas de incubacdo da placa com MRCS5, foi realizada a
leitura da absorbancia em leitor de microplacas Elisa (DTX800 Beckman e Coulter). A
doxorrubicina (5 pg/mL) foi utilizada como controle positivo (AHMED; GOGAL; WALSH,
1994).

4.12 Obtencéo do produto seco por aspersao (PSA)

Para aperfeicoar o ES selecionado, principalmente nas caracteristicas referentes ao
rendimento, estabilidade e incorporacdo nas formulacbes pretendidas, foi utilizado como
adjuvante de secagem o polissorbato 80 (Tween™ 80), na proporc¢do de 5% (m/v), calculado

sobre o residuo seco da SE. A mistura com SE e adjuvante foi homogeneizada com agitador
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magnético, por 5 minutos, a 300 rpm, e sob temperatura ambiente (25 °C). A secagem foi

realizada no leito de jorro, nas condicOes descritas na Tabela 7.

Parametros Condicdes
Temperatura de entrada 110°C
A de temperatura de saida 94°C-95°C
Vazdo de ar de secagem 1,5 m¥min
Pressdo do ar comprimido 30 L/min
Bico do pulverizador 1,0 mm
Velocidade de alimentacao 7 mL/min

Tabela 7 — Parametros de secagem para da SE com adjuvante em leito de jorro.

4.13 Desenvolvimento das formulagfes para uso tépico contendo ES de E. uchi e dleo de

B. excelsa

Foram desenvolvidas formulacdes de cremes e sabonetes liquidos, com a finalidade de

avaliar o melhor conjunto de excipientes (bases) capazes de manter a estabilidade e a atividade

biolégica do ES e do 6leo (agentes ativos). As bases para formulacfes tdpicas foram

determinadas de acordo com suas funcdes, conforme descrito nas Tabelas 8 e 9.

Excipientes Funcao
Cocoamido propil betaina Tensoativo anfotero
Dietanolamina de acido graxo de
coco (Amida 90®)

Tensoativo ndo-anidnico

Edetato dissédico (EDTA) Agente sequestrante/quelante
Hidroxietilcelulose Agente espessante
Lauril éter sulfato de sédio Tensoativo anibénico
Metilparabeno Conservante
Propilenoglicol Solvente orgénico
Propilparabeno Conservante

Tabela 8 — Excipientes com suas fungdes, utilizados nesta pesquisa, em formulagdes de sabonetes liquidos.
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Excipientes Funcdes
Alcool cetilico Emulsificante
Alcool cetoestearilico Emulsificante
Acido estedrico Agente de consisténcia
Lanolina anidra Emoliente
Metilparabeno Conservante
Monoestearato de glicerila Emulsificante
Propilenoglicol Solvente organico
Propilparabeno Conservante
Trietanolamina Estabilizante
Vaselina liquida Umectante

Tabela 9 — Excipientes com suas fungdes, utilizados nesta pesquisa, em formulagdes de cremes.

Para ambas formas farmacéuticas, foram incorporados o ES de E. uchi e 6leo de B.
excelsa nas concentragGes de 1 até 3% (m/v), adicionando ou associando excipientes, assim
obtendo 9 formulacgdes para o sabonete liquido (F1 a F9) e, 3 formulagGes para o creme (F10 a

F12), de acordo com as Tabelas 10 e 11.

Excipientes F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
EDTA % (p/v) o1 o001 01 01 O01 01 01 01 01
Agua g.s.p 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Lauril ter sulfatode o o5 35 35 40 40 40 40 40
sodio % (p/v)

Dietanolamina de acido

graxo de coco (Amida 4 4 4 4 4 4 4 4 4
90®) % (p/v)

Cocoamido propil
betaina % (p/v) 4 4 4 4 4 4 4 4 4

Oleo de B. excelsa % 5 2 2 5 9 5 5 1 25
(V/v)

Hidroxietilcelulose %

- - - - - 2 - - -
(p/v)
2

PEG 6000 % (p/v) - - - - - - - -
Metilparabeno % (p/v) 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Propilparabeno % (p/v) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Propilenoglicol % (viv) 09 09 09 09 09 09 09 09 09

ES de E. uchi % (p/v) 2 2 2 2 2 2 2 25 25

Tabela 10 — Formulag@es obtidas com diferentes concentragdes de excipientes, ES de E. uchi e 6leo de B. excelsa
para o desenvolvimento de um sabonete liquido.

A preparacéo do sabonete liquido ocorreu inicialmente, com a solubilizacdo do EDTA
com agua, em um calice. Apds isso, adicionou-se lauril éter sulfato de sodio, dietanolamina e

cocoamido propil betaina e 6leo de B. excelsa, aonde foram agitados até mistura e formacéo da
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emulsdo. Em seguida foram incorporados os conservantes (metil e propilparabeno),
anteriormente solubilizados em propilenoglicol. Quando necessario, hidroxietilcelulose ou
PEG 6000 foram solubilizados sob aquecimento (£ 60 °C) para incorporacdo nesta fase da
formulacdo. Por fim, o ES de E. uchi foi levigado com agua, e quando solubilizado, adicionado

ao restante da formulagéo.

No caso do creme para uso vaginal, foram preparadas separadamente a fase hidrofilica
(4gua, EDTA, proprilenoglicol e trietanolamina), e a fase lipofilica (alcool cetoestearilico, acido
estedrico, alcool cetilico, monoestearato de glicerila, vaselina liquida, lanolina anidra e 6leo de
B. excelsa). As fases foram aquecidas, sob temperatura de = 70 °C, e misturadas com agitacéo
constante. Apds homogeneizagdo, foram adicionados os conservantes (metilparabeno e
propilparabeno). O ES de E. uchi foi levigado com agua em um gral com pistilo e incorporado

na formulacao.

Excipientes F10 F11 F12
EDTA % (p/v) 0,1 0,1 0,1
Trietanolamina % (v/v) 10 10 10
Propilenoglicol % (v/v) 1,2 1,2 1,2
Agua destilada q.s.p. 100 100 100
Alcool cetoestearilico % (p/v) 0,7 0,7 0,7
Acido estearico % (p/v) 6 6 6
Alcool cetilico % (p/v) 0,8 0,8 0,8
Monoestearato de glicerila % (p/v) 6 6 6
Vaselina liquida % (v/v) 10 10 10
Lanolina anidra % (p/v) 1 1 1
Oleo de B. excelsa % (v/v) 1 2 3
Metilparabeno % (p/v) 0,15 0,15 0,15
Propilparabeno % (p/v) 0,05 0,05 0,05
ES de E. uchi % (p/v) 1 2 3

Tabela 11 — Formulacgdes obtidas com diferentes concentracGes de excipientes, ES de E. uchi e 6leo de B. excelsa
para o desenvolvimento de um creme para uso vaginal.

O objetivo deste estudo de bases galénicas foi para desenvolver um sabonete liquido
para uso intimo, e um creme para administragdo por via vaginal, que auxiliassem no tratamento
de infeccBes do trato geniturinario feminino. Com a finalidade de conhecer quais parametros
de qualidade as formulacfes deveriam apresentar, foram analisados também, produtos
comerciais, utilizados como referéncia, sendo eles: sabonete intimo Dermacyd® Femina

(Sanofi) e o creme para uso vaginal Nistatina 25.000 Ul/g (TEUTO). Para melhor comparacao,
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a composicdo dos produtos, de acordo com as respectivas bulas, estdo descritas
qualitativamente na Tabela 12.

Nistatina creme ginecoldgico Dermacyd® Femina sabonete intimo
Agua Acido latico

Alcool cetoestearilico Acido fosférico

Esséncia de alfazema Agua
Metilparabeno Diesterato glicdlico
Polissorbato 60 Hidroxietilcelulose
Polissorbato 80 Hidroxido de sédio
Propilenoglicol Lauril éter sulfato de sodio
Propilparabeno Metilparabeno

Trolamina Monoetanolamida de cocomida

Tabela 12 — FormulagBes qualitativas do produtos comerciais Nistatina creme ginecoldgico (Teuto) e sabonete
intimo Dermacyd® Femina, utilizados como padrdes para as analises.

4.13.1 Avaliacdo da pré-estabilidade e selecdo das formulacGes

4.13.1.1 Avaliacdo das caracteristicas organolépticas

Foram observadas a cor e a homogeneidade das formula¢ées (GARCIA et al., 2009).

4.13.1.2 Determinacéo do pH

Esta determinag&o foi realizada com aliquotas das formulagGes e medidas em triplicata

pelo pHmetro previamente calibrado com soluc6es tampéo de pH 7,01 e 4,01 (BRASIL, 2010).
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4.13.1.3 Avaliacdo do comportamento frente a centrifugacéo

Foram pesadas 5 g de cada formulacdo e submetidas a centrifugacdo com rotacédo de
3.000 rpm durante 30 minutos. As amostras aprovadas neste teste, foram submetidas aos testes
de estabilidade (BRASIL, 2004).

4.13.2 Avaliacdo da estabilidade preliminar

A duracéo deste estudo foi de 30 dias, onde as formulacGes (creme e sabonete liquido)
foram submetidas a condicdes de estresse, visando acelerar o surgimento de possiveis sinais de
instabilidade. Empregou-se condicBGes extremas de temperaturas, sendo que, as amostras
acondicionadas em embalagens de vidro, foram colocadas em estufa (40 °C £ 2 °C), em
refrigerador (5 °C £ 2 °C), sob temperatura ambiente (25 °C = 2 °C) e, em ciclos alternados de
resfriamento e aquecimento (24 horas a -5 °C + 2 °C, e 24 horas a 40 °C = 2 °C). Para
periodicidade das avaliacdes, foram determinados os seguintes tempos: 48 h (ap6s o dia de
preparo — T1), 4, 7, 15 e 30 dias (T2, T3, T4, e T5, respectivamente).

4.13.2.1 Avaliacdo das caracteristicas organolépticas

Para determinar parametros de aceitagdo do produto pelo consumidor e para verificar
instabilidades, foram avaliadas mudancas no aspecto, na cor e no odor, em comparagao ao
primeiro dia de obtengédo das formulag6es, classificando a cor e o aspecto da formulagéo como,
normal (N), modificada (M), ou intensamente modificada (IM) (BRASIL, 2004).
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4.13.2.2 Determinacéo do pH

A determinacdo do pH foi realizada de maneira similar ao item 4.13.1.2 desta pesquisa,

para todos os dias e temperaturas ja citadas.

4.13.2.3 Determinacdo do comportamento reoldgico

A reologia foi determinada em um redmetro (Brookfield Modelo R/S+) utilizando
spindle cone/placa C50-1. As leituras foram realizadas em todos os periodos do teste e para
todas as temperaturas, incluindo os ciclos de resfriamentos e congelamentos. As amostras
armazenadas a 5 °C e 40 °C foram mantidas a temperatura ambiente (x 25 °C) antes das leituras.
O tempo de analise foi de 120 segundos para a curva ascendente e 120 segundos para a curva
descendente, sob um gradiente de cisalhamento de 0 a 100 1/s, totalizando 60 pontos.

4.13.2.4 Determinacéo da espalhabilidade

A determinacdo da espalhabilidade foi realizada para a formulacéo de creme, através de
uma placa-molde circular de vidro, com diametro de 20 cm, espessura de 0,3 cm e com orificio
central de 1,3 cm de diametro. Sob esta placa foi posicionado um papel milimetrado. Cada
amostra foi introduzida no orificio central da placa. Em seguida, sobre a amostra foram
colocadas placas de vidro, com pesos ja estabelecidos, sequencialmente apds 1 minuto, e em
cada periodo, a superficie abrangida pela amostra foi calculada. Os resultados foram expressos
pela espalhabilidade da amostra em funcéo do peso aplicado, a temperatura ambiente (= 25 °C),

conforme equacdo abaixo:

Ei=d?xm+4
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Onde:
Ei = espalhabilidade da amostra para peso (mm?);
d = didmetro médio (mm).

A espalhabilidade maxima foi considerada como o ponto onde a adicdo de peso nao
ocasionou alteracdes significativas nos valores e, esse esforgo limite correspondeu ao peso que
resultou na espalhabilidade méxima (BORGHETTI; KNOST, 2006).

4.13.3 Caracterizacdo das formulagdes

4.13.3.1 Determinacdo do teor de PT

Foram pesados 10 pg das amostras de sabonete liquido e de creme, sendo ambas
solubilizadas com 1 mL de uma solucdo contendo &gua e filtradas em papel filtro. A
concentracdo de PT foi quantificada usando 10 pL desta solucdo, em microplaca, adicionando
50 pL de Folin & Ciocalteu's phenol 10% e incubados no escuro por 8 minutos a temperatura
ambiente. Logo apos esse tempo foi adicionado 270 uL de solugdo saturada de carbonato de
sodio 0,4% e incubado novamente por 3 minutos. Em seguida, foi realizada a leitura na
absorbancia em 620 nm no leitor de microplaca. O teor fendlico das amostras foi expresso em
porcentual comparados com padrdo acido galico e também como pg equivalente a acido galico
(ug EGAG) quando comparado a dilui¢do consecutiva do padrdo (KIM; PARK; KIM, 2013).

PT(%) = Absorbancia da amostra 100
°/ ™ "Absorbancia do padrao X
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4.13.3.2 Atividade sequestrante do radical DPPH

O teste foi realizado em microplacas com 96 pocos e em quadruplicata. Foi preparada
uma solucédo de 0,05 pg/mL de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) em etanol, 30 pL dos
formulacBes de sabonete liquido e creme dissolvidas em &gua, padrdo &cido gélico na
concentracdo de 1 mg/mL foram adicionados a cada um dos pocos da microplaca e colocadas
em contato com a solugdo de DPPH. A placa foi incubada por 30 minutos em temperatura
ambiente e no escuro, com leitura realizada em 492 nm no leitor de microplaca. Os célculos de
porcentual de inibicdo (inibigdo %) foram realizados baseando-se na absorbancia do controle
(4cido gélico) e utilizando o programa Excel®. Quando o porcentual de inibi¢do foi maior a
50%, foram realizadas até 8 diluicdes consecutivas para obtencdo dos valores de Clso,
calculados pelo programa GraphPad Prism®, versdo 6.0 (BURITS; BUCAR, 2000).

% inibigdo = 100 — (AbsA/AbsC) x 100

4.13.3.3 Atividade sequestrante do radical ABTS

A fim de determinar a atividade antirradical ABTSe, uma aliquota das formulacgdes de
sabonete liquido e creme foram solubilizadas em &gua destilada. Inicialmente, foi preparada a
solucdo de ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) 0,7 mM em 5 mL de agua
deionizada e 5 mL de perssulfato de potéssio 2,4 mM. Em seguida, incubou-se a mistura
reacional em temperatura ambiente na auséncia de luz por 12 horas para obtencdo de uma
solucéo oxidada de tonalidade azul esverdeada. Antes de plaquear, 0 ABTS oxidado foi diluido
(1:5) com agua deionizada, apds isso, incubou-se por 15 minutos na auséncia de luz a
temperatura ambiente e realizou-se a leitura no leitor de microplaca em 620 nm. Os resultados
foram expressos em porcentual de inibigéo e a Clsg foi calculada atraves do programa GraphPad
Prism® 6.0. O padrdo utilizado foi o 4cido gélico e as andlises foram realizadas em
quadruplicata (SHANTY; MOHANAN, 2017).
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% inibicdo = 100 — (AbsA/AbsC) x 100

4.13.3.4 Avaliacéo da atividade antifingica

A determinacdo para TS foi realizada conforme descrito no item 4.9.7 desta pesquisa,

com modificacdes.

As formulacbes de sabonete liquido e creme, foram aplicadas em duplicata e,
anteriormente, diluidas em 4gua:DMSO 10%.

4.14 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos através da média e desvio padrdo, assim como, foi
realizada a analise de variancia (ANOVA). Os dados foram processados e analisados com 0
auxilio do software Excel®, Statistica® 6.0 Sigma, GraphPad Prism® versao 6.0 e Protimiza
Experimental Design®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao fisico-quimica do 6leo da B. excelsa

Os resultados encontrados para a caracterizacdo do 6leo da B. excelsa, conforme Tabela
13, demonstram que o Gleo extraido por prensa hidraulica estava em condi¢des adequadas de

qualidade para utilizacao neste estudo.

Anélises Média = DP Requisito
indice de acidez (mg KOH/g) 1,17 +0,14 Maximo 4,0
indice de perdxido (meq/Kg) 9,50 Méximo 15,0
indice de refragio 1,4685" -
Densidade relativa (d22) 0,9139" -
Viscosidade aparente (Pa.s) 62" -

Tabela 13 — Resultados da caracterizagdo fisico-quimica do 6leo de castanha-do-brasil.
DP - Desvio padrdo. *DP < 0,001.

Uma das principais formas de deterioracdo do 6leo, percebida pelas modificacGes na
fracdo lipidica, podem ser ocasionadas por fatores como luz, calor e contaminacgéo microbiana,
que aceleram a decomposicdo dos triacilglicerois, promovendo a rancidez, onde, em muitos

casos, é acompanhada pela liberacdo de acidos graxos (SILVA, 2014).

O teor de acidos graxos livres, expresso em termos de indice de acidez, encontrado para
0 Gleo da castanha-do-brasil obtido neste estudo através de prensagem (1,17 mg KOH/qg) esta
de acordo com a resolucdo da ANVISA, RDC n° 270, de 22 de setembro de 2005 (BRASIL,
2005), que define como limite maximo 4,0 mg KOH/g para 6leos vegetais. Do mesmo modo,
o valor para o indice de per6xido obtido (9,50 meq/Kg) esta abaixo do requisito proposto pela
legislagdo supracitada, estabelecida com o maximo de 15,0 meg/Kg. Estes dois parametros
indicam que no 6leo nédo ocorreu alteragGes enzimaticas ou oxidativas significativas durante o
processamento da matéria-prima (SERRA et al., 2019). Na pesquisa realizada por Silva (2014)
com 6leo extraido da améndoa da castanha-do-brasil seca, o resultado para o indice de acidez
(2,48 mg KOH/g) também estd em conformidade com a legislagéo brasileira e, segundo a
autora, o bom indice pode ser explicado pela reducdo da umidade das castanhas no decorrer do

processamento, alem da selecéo e classificacdo de acordo com a qualidade.
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Para Santos et al. (2012), o indice de peroxido detecta o estagio inicial da oxidacéo,
determinando a concentracdo de hidroperdxidos capazes de oxidar o iodeto de potéassio. Neste
estudo, atraves da avaliacdo de diferentes méetodos de extracdo do 6leo da castanha-do-brasil, o
maior valor encontrado foi para o 6leo removido por prensa hidraulica (4,057 meg/kg) em
comparacao as extragdes com solventes, porem estava dentro do limite preconizado. O mesmo
ressalta que caracteristicas do processo de extracdo lipidica da castanha-do-brasil podem

interferir na estabilidade do 6leo.

Por conseguinte, os valores obtidos para o indice de refracdo (1,4685) e densidade
relativa (0,9139) estdo préximos aos encontrados por Santos et al. (2012) na caracterizacdo do
6leo, sendo, respectivamente, 1,456 e 0,9116. Essa semelhanca ocorre também na
caracterizacdo realizada por Rolim (2016), o qual encontrou para o indice de refracdo o valor
de 1,4695 e para densidade, 0,9116.

O indice de refracdo e a densidade sdo especificos para cada tipo de éleo, estando
relacionado com o grau de saturacao das ligagOes que o compdem e comprimento das cadeias.
E uma medida que pode apresentar interferéncias pelo contetdo de acidos graxos livres, nivel
de oxidacdo e tratamento térmico (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Porém, para Santos
et al. (2012), os diferentes processos de extracdo analisados (prensa hidraulica, extracdo por
Soxhlet com éter de petréleo, hexano, e extragdo supercritica de didxido de carbono (CO2)) ndo
alteraram os valores da densidade do 6leo de castanha-do-brasil.

O valor de viscosidade aparente determinado neste estudo para o éleo de castanha-do-
brasil foi de 62 Pa.s, resultado elevado quando comparado ao alcancado por Rolim (2016) (52
Pa.s), onde ambos os 6leos foram extraidos através de prensa hidraulica. Porém, de acordo com
os resultados apresentados por Yalcin, Toker e Dogan (2012), estes valores para viscosidade
do 6leo da castanha-do-brasil sdo caracteristicos dos 6leos vegetais. No trabalho destes autores,
destaca-se a viscosidade do azeite de oliva (61,20 Pa.s), a qual pode ser comparada a
viscosidade do 6leo de castanha-do-brasil pois 0s mesmos séo constituidos por uma similar

proporcao de acidos graxos insaturados.

Na figura 5, apresentando um diagrama com a viscosidade (Pa.s) em fungéo da taxa de
cisalhamento (1/s) do o6leo de castanha-do-brasil, ndo observa-se a variacdo nos valores de
viscosidade conforme aplicagdo de maiores taxas de cisalhamento. Para taxas de cisalhamento
acima de 30 s, a viscosidade do dleo apresenta-se constante. A mesma observagio foi
demonstrada por Brock et al. (2008) para o 6leo de milho, analisado a uma temperatura de 20

°C, onde para taxas de cisalhamento menores que 5 s, eles indicam um comportamento de
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fluido ndo newtoniano, ou classificam como fluido de Bingham. Mas com viscosidade
constante em func&o de taxas de cisalhamento acima de 5 s, 0 comportamento ¢ especifico de

um fluido newtoniano.

100

Viscosidade aparente (Pa.s)
N B (o)) 0
o o o o

o

0 30 60 90 120 150 180 210

Taxa de cisalhamento (s1)

Figura 5 — Diagrama da viscosidade (Pa.s) em funcéo da taxa de cisalhamento (s*) para o 6leo de castanha-do-
brasil a 25 °C.

A avaliacdo do reograma com tensdo de cisalhamento (Pa) sendo diretamente
proporcional a taxa de cisalhamento (s*!) (Figura 6) determina que o comportamento reol6gico
do oleo extraido da castanha-do-brasil é newtoniano. Além disso, ndo foi observado neste
diagrama regido de histerese, pois em sistemas newtonianos, as curvas ascendentes e
descendentes se sobrepdem perfeitamente (LAHOUD; CAMPOS, 2010).

N W W b
o1 O o1 O

[EEN
ol

Tensao de cisalhamento (Pa)
= N
o o

0 10 20 30 40

Taxa de cisalhamento (s1)

Figura 6 — Comportamento reoldgico do 6leo de castanha-do-brasil a 25 °C.
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As caracteristicas deste tipo de fluxo foram definidas por meio de modelos matematicos
da lei da poténcia (conhecido também como Modelo de Ostwald de Waale)”* e 0 Modelo de

Herschel-Bulkley®, conforme equagdes abaixo:

A c=k.Yn B c=k.Y"+og

Onde:

o = Tensdo de cisalhamento (Pa);
Y = Taxa de cisalhamento (s);

k = Indice de consisténcia (Pa.s");
n = indice de comportamento; e

oo = Tensao residual (Pa).

As curvas de escoamento foram ajustadas aos dois tipos de modelos reoldgicos
propostos acima e ambas foram avaliadas através da determinacdo dos parametros e analise da
variancia. Mas de acordo com os parametros dos modelos (Tabela 14), ambos apresentaram
valor para indice de comportamento igual a 1 (n = 1) (grandeza adimensional) refor¢ando o fato
de que o 6leo apresenta comportamento newtoniano (ARAUJO, 2008). Um indice de
comportamento menor que 1 (n < 1), subdivide o fluxo ndo newtoniano em pseudoplastico; ao

contrario, n > 1, subdivide para um comportamento dilatante (GOTSCHLICH, 2011).

Modelo Parametros Valores

. . K (Pa.s") 1,06

Lei da Poténcia
n 1,03
K (Pa.s") 0,81
Modelo de Herschel-
n 1,00
Bulkley
oo (Pa) 0,49

Tabela 14 — Parametros de ajuste dos modelos reoldgicos para o 6leo de castanha-do-brasil.

De acordo com a andlise da variancia (Tabela 15) o modelo de Herschel-Bulkley foi o
gue melhor descreveu o comportamento reoldgico do 6leo de castanha-do-brasil, demonstrando
melhor coeficiente de determinacéo (R?) e Fcaic>Fan. Porém o Modelo Lei da Poténcia também
apresentou bons resultados e alto R? (Tabela 16), sendo que esta equagdo equivale
matematicamente ao modelo Herschel-Bulkley, com a adi¢do de mais um parédmetro, a tenséo

residual (oo).
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Modelo Fon_te de Soma dos (_Braus de Quadr_ado Fealc p-valor
variagao quadrados liberdade médio
Modelo de Regr'esséo 6037,272 3 2012,424
Herschel- Residuos 0,623 15 0,042 26.81 <0.05
Bulkley Total 6037,895 18 ’ ’
Total (Corr.) 1276,267 17

Tabela 15 — Analise da variancia do modelo de Herschel-Bulkley, conforme equagéo B.
RZ= 99,95%; FTab3;15;0,05 = 3,29

Fonte de Somados Grausde Quadrado

Modelo variacdo  quadrados liberdade  médio Feae  p-valor
Regressao 8437,895 2 4218,947

Lei da Residuos 1,067 16 0,067

Poténcia Total 8438,962 18 i 3845 <0.05
Total (Corr.) 1865,543 17

Tabela 16 — Andlise da variancia do modelo Lei da Poténcia, conforme equagéo A.
R? = 99,94%; Fraz;16:005 = 3,63

Na figura 7 pode-se observar o ajuste do modelo de Herschel-Bulkley.

Modelo Herschel-Bulkley
y=(0,499119)+(0,816646).(x100327))
R?=0,9995
40 |
35 1
30
25 1
20

15 1

10 1

Tensao de cisalhamento (Pa)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Taxa de cisalhamento (s?)

Figura 7 — Curva do comportamento reoldgico do éleo de castanha-do-brasil ajustado pelo modelo de Herschel-
Bulkley.

O ¢leo da castanha-do-brasil obtido por prensagem das améndoas tem sido empregado
no enriquecimento de alimentos industrializados, em formulas de cosméticos, e na producao de

substancias biosurfactantes (COSTA et al., 2006). Desta forma, é importante a determinacao
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da citotoxicidade do 6leo, a fim de verificar a possivel toxicidade e danos ao consumidor, porém
ndo foram encontradas informagdes sobre esta analise na literatura. Os estudos pesquisados
informam sobre a toxicidade da ingestdo da castanha-do-brasil através das suas sementes por
contaminacdo microbiana, aflatoxinas e selénio, um dos minerais encontrados em grande
quantidade nas castanhas (BERNO; POETA; JUNIOR, 2010).

Na figura 8 ha a representacéo da avaliacdo da viabilidade celular do 6leo de castanha-
do-brasil utilizado nesta pesquisa. Conforme histograma, a menor concentracao de 6leo (6,25
pg/mL) ndo apresentou citotoxicidade, indicando a faixa de concentracdo segura para ensaios

posteriores.
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Figura 8 — Efeito do 6leo de castanha-do-brasil sobre a viabilidade em linhagens de células MRC5.

Viabilidade celular (%0)

5.2 Controle de qualidade da MPV E. uchi (cascas rasuradas)

O controle de qualidade é determinado por um conjunto de critérios que caracterizam a
matéria-prima, estabelecendo parametros que possam permitir que o produto final tenha as suas
propriedades garantidas (FARIAS, 2004). Este controle envolve desde a obtengéo da planta,
cultivo e a colheita, até mesmo, a forma com que ela é desidratada, avaliacdo da morfologia e
extracdo (OLIVEIRA; BARRETTA, 2007). Neste contexto, antes de proceder com os demais
ensaios, foi verificada a granulometria com determinacdo do didmetro médio das cascas
rasuradas, e a umidade foi avaliada no recebimento e apds secagem adicional em estufa,
obtendo valores que estdo descritos na Tabela 17. Com isso, a MPV foi identificada com o

nimero de lote 4, auxiliando para o controle interno do Laboratério de Inovacdo e
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Desenvolvimento em Tecnologia Farmacéutica (LIDETEF), da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM).

. E. uchi lote 4
Ensaios T
Media £ DP
Diametro médio (mm) 0,71+ 0,02
Umidade inicial (g%) 11,96 £ 0,77
Umidade final (g%) 7,25+ 0,25

Tabela 17 — Controle de qualidade das cascas do caule rasuradas de E. uchi.

O conhecimento da distribuicdo granulométrica das cascas rasuradas é Util para
indicacdo da necessidade ou ndo da cominui¢cdo como procedimento prévio as etapas seguintes
do processamento, os quais necessitam de homogeneidade do tamanho de particulas. Na Figura
9, adistribuicdo granulométrica foi unimodal, indicando que ndo haviam outras partes da planta,
como folhas e galhos, neste lote (BARNI; FILHO; COUTO, 2009). O grau de divisdo ou a
granulometria de pos € expresso pela referéncia a abertura nominal da malha do tamis utilizado.
Com isso, nesta distribuicdo e conforme o didmetro médio das cascas, as cascas rasuradas
podem ser classificadas com particulas ou pé grosso, pois 0 material passou em sua totalidade
pelo tamis com abertura nominal de 1,70 mm e, no méaximo, 40% pelo tamis com abertura
nominal de malha de 355 um (BRASIL, 2010). A granulometria € um parametro que define a
area de contato disponivel para a interacdo com o solvente na preparacdo de extratos (ALVES
et al., 2010). Assim sendo, para melhorar a homogeneidade granulométrica do p6, visando
padronizar a etapa de extracdo e garantir a qualidade dos produtos derivados, as cascas
rasuradas foram moidas através de um moinho de facas.

35 - 31,29

15

Fracao retida (%)
H
o

(6]
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N N0

Q =0 55 5 N o\ N
'L‘JQ 35‘3;L w/‘y% ;JQQ’D‘ 6QQ’5 ,\\0’6 o\ \QQQ'% A0

Faixa granulométrica (pum)
Figura 9 — Histograma do grau de divisdo das cascas rasuradas de E. uchi.
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A determinacgdo da umidade presente nas drogas vegetais também compde os indices de
qualidade da sua preparacdo e conservagdo (ALVES et al., 2010). Para diferentes
Farmacopeias, o teor maximo de umidade varia entre 8 e 14%. Porém para a Farmacopeia
Brasileira 52 ed., o limite aceitavel para drogas vegetais varia entre 6 e 15% nas diferentes
monografias (ANVISA, 2014). O protocolo de secagem estabelecido pelo LIDETEF indica que
a droga vegetal deve ficar em estufa de ar circulante com temperatura de 40 °C por 7 dias.
Entretanto, como o material vegetal apresentou umidade inicial dentro da faixa ideal (11,96
g%), ou seja, foi previamente seco, ndo foi necessario manter a MPV por longo tempo em

estufa.

Deste modo, a droga vegetal foi acompanhada diariamente para verificar a sua perda
por dessecacdo e até onde um valor constante foi encontrado (Figura 10). Assim, ao final, a
MPV apresentou umidade de 7,25 g%, um valor dentro da faixa ideal encontrado nas
monografias da Farmacopeia Brasileira, mas sem especificaces exclusivas para a planta em
estudo E. uchi, uma vez que a mesma ainda ndo possui monografia descrita em nenhuma

farmacopeia.
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Figura 10 — Perda por desseca¢do durante a secagem das cascas rasuradas de E. uchi.

5.3 Caracterizagdo farmacognostica das cascas cominuidas de E. uchi

A caracterizagdo farmacogndstica das cascas cominuidas serve como uma etapa para o
controle de qualidade das plantas medicinais, sendo fundamental para garantir a autenticidade,

a estabilidade e a seguranca, tanto para as drogas vegetais, como para seus preparados (COUTO
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et al., 2009). Desta forma, com critérios estabelecidos para avaliar a qualidade de insumos
farmacéuticos de origem vegetal, a garantia da eficacia do produto final pode ser alcangada,
principalmente considerando que estas matérias-primas possuem grande complexidade de
composicao e variacdes ligadas ao cultivo e colheita (BARNI; FILHO; COUTO, 2009).

Para iniciar o processo extrativo, a operacdo de moagem é essencial para reduzir o
tamanho das particulas do material em estudo, adequando o tamanho da MPV e viabilizando as
etapas de producdo de uma forma farmacéutica (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001).

Apds isso, a analise farmacogndstica foi realizada e os resultados organizados na Tabela 18.

) E. uchi lote 4
Ensaios
Média = DP
Diametro médio (mm) 0,31*
Perda por dessecacao (g%) 7,01 £0,24
Teor de extrativos (g%) 11,77 £0,42
Cinzas totais (g%) 4,48 £0,12
Polifenais totais (g%) 1,59 + 0,08
Polifenais totais (ug EQAG) 23,66 = 0,66

Tabela 18 — Resultados da caracterizagdo farmacognostica das cascas pulverizadas de E. uchi.
*DP < 0,001.

Apl6s a operacdo de moagem, o tamanho das cascas de E. uchi diminuiram
consideravelmente. Mas em contrapartida, o tamanho obtido esta de acordo com a literatura
especifica, a qual recomenda que para favorecer a operacdo de extracdo o diametro das
particulas de MPV deve estar entre 0,2 — 0,8 mm, sendo que, tamanhos abaixo deste limiar
podem dificultar a etapa de filtragdo, assim como, comprometer a extracdo pela formacéo de
aglomerados, impedindo a penetracdo do solvente/liquido extrator. O mesmo pode ocorrer com
tamanhos de particula maiores, acima do estabelecido (VOIGT; BORNSCHEIN, 1982). Politi
(2009) e Lima (2018) também calcularam o diametro médio das cascas cominuidas desta planta,
e determinaram, respectivamente, os tamanhos de 0,268 mm e 0,350 mm, margem essa que

contempla o valor alcangado neste estudo.

Para iniciar a proxima fase que é a extracdo, o grau de divisdo do material vegetal
influencia diretamente nesta operacdo. Em partes de plantas, como o caule, os tecidos deste
Orgdo sao compactados, o que dificulta a penetracdo dos solventes, razdo esta que quanto mais
rigido for o material, menor deve ser sua granulometria (VASCONCELOS et al., 2005). Apds
a moagem, a partir da faixa granulométrica (Figura 11), as cascas foram descritas como pé

moderadamente grosso, onde as particulas passaram quase em sua totalidade pelo tamis com



98

abertura nominal de malha de 710 pm e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de
malha de 250 um (BRASIL, 2010), apresentando didmetro médio de 310 pum, ou seja, a
moagem da MPV ¢é fundamental para viabilizar maior eficiéncia no processo extrativo e assim
alcancar um 6timo rendimento na extracdo dos constituintes quimicos de interesse (ALVES et
al., 2010).
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Figura 11 - Histograma do grau de divisdo das cascas cominuidas de E. uchi.

A perda por dessecacéo indica o teor de material volatil encontrado no vegetal, sendo
um indice de qualidade e conservagéo da droga (SILVA JUNIOR et al., 2006). A presenca de
excessivas quantidades de a&gua em MPV promove o crescimento de microrganismos,
degradacdo por hidroélise e atividade enzimatica, ocasionando deterioracdo dos constituintes de
interesse farmacéutico (COUTO et al., 2009). Do ponto de vista tecnoldgico, o conhecimento
sobre a quantidade de &gua na MPV é essencial, pois este participa dos calculos de rendimento
durante a produgdo (POLITI, 2009). A umidade das cascas cominuidas ndo aumentou com o
processo de moagem, indicando que as operagdes preliminares foram efetivas, permanecendo

de acordo com as normas farmacopeicas.

Por outro lado, o teor de extrativos € um indicativo da quantidade de substancias
extraiveis, ou seja, soluveis em especifico sistema solvente e que promove a selegdo da melhor
forma de extracdo (POLITI, 2009). Extra¢fes com solventes organicos (éter, acetona, benzeno
e etanol, por exemplo) retiram do material lenhoso, resina, esteres, acidos graxos, ceras e

materiais corantes. Quando a agua é utilizada na operacdo, ocorre a extracdo de acucares,
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polissacarideos, sais inorganicos e algumas substancias fendlicas (BROWNING, 1967). Este
lote de E. uchi apresentou 11,77 g% de teor de extrativos, valor condizente com indices
encontrados em estudos similares. Muniz (2013) obteve teor de extrativos das cascas de E. uchi,
também coletadas no periodo de seca, na proporcéo de 9,90 g%, atraves do extrato aquoso. No
caso da pesquisa de Oliveira (2017), a &gua ndo foi um bom liquido extrator, pois obteve 8,79
g% de teor de extrativos. Entretanto, na preparagdo aquosa preparada por Nunomura et al.
(2009), o teor encontrado foi de 13,30 g%. Porém, € preciso salientar que todas essas diferencas
nos teores encontrados também podem estar relacionados aos fatores edafoclimaticos de origem
e coleta da droga vegetal, bem como, a prépria técnica utilizada para a determinacéo do teor
extrativo presente na droga vegetal.

A analise de cinzas totais permite quantificar os residuos nao volateis inorganicos, em
particular, cloretos, carbonatos e diversos tipos de 6xidos, a partir da incineracdo da planta
(ALVES et al., 2010). Estas substancias podem estar presentes como constituintes fisioldgicos
da droga vegetal, ou como contaminantes, como por exemplo, areia e terra, indicando ma
higienizacdo e processamentos precarios (GUIZZO et al., 2015). Ainda, esta determinacdo em
amostras processadas € um teste de pureza para verificar a identificacdo do produto vegetal
(RODRIGUES et al., 2015). Para isso, o teor de 4,48 g% para cinzas totais encontrado na
amostra de cascas cominuidas de E. uchi, permite afirmar que a MPV possui boa procedéncia
e qualidade. Para esta planta em questdo, ndo existem valores preconizados na literatura, porém,
Almeida et al. (2003) estabelece que teores de cinzas entre 5 — 10% demonstram abundancia

de elementos minerais nas plantas.

Por fim, a quantificacdo de polifendis totais torna-se imprescindivel, pois estes
compostos sdo apontados como 0s responsaveis pelas atividades farmacoldgicas de varias
espécies vegetais, ou seja, a verificacdo dos constituintes fendlicos é requisito importante para
a padronizacao da droga vegetal (COUTO et al., 2009). Substancias fendlicas apresentam em
sua estrutura um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxilas, radical este que pode ser
substituido ou encontrado nas formas de acidos carboxilicos, ésteres e glicosideos (BRAVO,
1998). Os compostos fendlicos estdo associados a atividade antioxidante, onde dependendo da
sua estrutura quimica, a acdo da molécula como agente redutor pode ser determinada, atuando
pela velocidade de inativagé@o do radical livre, ou pela reatividade com outros antioxidantes, e
por quelacdo de metais (NEVES; ALENCAR; CARPES, 2009). Nesta pesquisa, 0 teor de
polifendis encontrados na MPV foi de 1,59 g%, ou seja, 23,66 ug EQAG, demonstrando a

existéncia destes metabodlitos nas cascas de E. uchi, porém ndo é um valor elevado quando
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comparado ao estudo de Lima (2018) que analisou dois lotes de cascas cominuidas de E. uchi,
encontrando 8,78 g% e 6,93 g% para polifendis totais.

5.4 Otimizacao do processo para obtencdo de SE aguosa das cascas cominuidas de E. uchi

5.4.1 Screening de variaveis com repeticdes das interacoes

No comércio popular da Regido Norte, € recomendado o uso de E. uchi através da
preparacdo das cascas juntamente com agua em ebulicdo por alguns minutos. Este cha é
indicado para o tratamento de diversas enfermidades, sobretudo para o tratamento de miomas
e inflamagdes (POLITI, 2009). Mesmo citando que esta planta é muito conhecida por seus
efeitos terapéuticos e importancia econdmica regional, ainda existem poucos estudos de
referéncia, que determinem sua real eficicia, posologia e seguranca. Para isso, foram
executados planejamentos fatoriais, com o objetivo de otimizar o método extrativo,
caracterizando o uso tradicional e melhorando a forma de preparo, a fim de auxiliar no caminho
da descoberta dos beneficios de E. uchi e viabilizar a obtengdo de um produto com propriedades

reprodutiveis.

Quando um extrato é padronizado, ocorre o estabelecimento de uma relacéo ideal entre
a droga vegetal e o extrato, assim como, a relacdo entre o extrato e o0 seu marcador, garantindo
a concentracao ideal dos principios ativos em preparacdes fitoterapicas e fitocosméticas
(ISAAC et al., 2008). Otimizar uma solucdo extrativa requer o conhecimento de suas
propriedades fisico-quimicas e tecnologicas, e os fatores que as influenciam (SOARES et al.,
1998).

Uma técnica estatistica que tem sido efetiva para avaliar, comparar e otimizar processos
através dos efeitos de seus componentes, é conhecida como planejamento experimental fatorial.
Neste, a metodologia € representada por um modelo construido a partir de combinacgdes, de
onde as respostas s&o analisadas (ROMO-CARDENAS et al., 2019). Desta forma, foi escolhido
um planejamento fatorial 22, para estudar as variaveis (X1 — Relagdo droga:solvente, e X, —
Tempo de decocgdo) que representam as principais propriedades de uma extracdo, com niveis

maximo e minimo, almejando estabelecer condic¢des dtimas para esses fatores no processo. Este
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desenho estatistico foi selecionado para esta primeira analise, pois se trata de um experimento
pequeno, em termos de estimacdo do residuo, e a repeticdo dos ensaios nos quatro pontos
fatoriais garante uma maior confiabilidade dos repostas. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 19.

Droga  Tempo de

) x Variéveis dependentes
Ensaio  Vvegetal extracdo

X1 X2 TS (g%) PT (g%0) TB (ug/mL)
1 -1 -1 0,36 1,82 39,79
2 -1 -1 0,38 1,69 43,16
3 +1 -1 0,62 1,47 44,89
4 +1 -1 0,59 1,53 44,58
5 -1 +1 0,43 1,55 39,59
6 -1 +1 0,38 1,47 42,94
7 +1 +1 0,64 1,22 39,36
8 +1 +1 0,60 1,12 43,93

Tabela 19 — Matriz do delineamento e resultados do SCreening para as respostas, TS - teor de s6lidos (g%), PT -
teor de polifendis totais (g%) e TB - teor de bergenina (ug/mL).

5.4.1.1 Determinacéo do TS

Com base na Tabela 19, € possivel observar que os maiores valores de TS encontrados
(0,64 g% e 0,62 g%) estdo relacionados a maior quantidade de droga vegetal (10 g). Esta analise
é util na previsdo do rendimento tedrico de um produto seco produzido, e de modo geral, a
quantidade de s6lidos em dispersdo inferiores a 10% (m/v), podem afetar o bom rendimento no
método de secagem por spray drying (LOCH-NECKEL et al., 2018). Na maioria das vezes,
também, quanto maior o teor de sdlidos, maior a probabilidade de extracdo dos ativos de
interesse (TACON, 2012).

Executando a analise estatistica dos resultados para a determinacdo do TS a partir da
solucéo extrativa de E. uchi, foi possivel estimar os efeitos de cada fator e o efeito de interagéo.
A Tabela 20 fornece dados sobre os coeficientes de regressdo para cada parametro, revelando
quais sdo estatisticamente significativos, sendo destacados em vermelho. A significancia de
cada coeficiente foi definida pelo p-valor e pelo teste de t-Student, sendo que, quanto menor o
valor de p e maior a magnitude do valor t obtido em relacédo ao t tabelado, e mais significativo

o0 coeficiente representa.
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Coeficiente de

Fatores ~ Erro padréo t(3) p-valor
regressao

Média 0,50 0,01 54,36 0,0000

X 0,11 0,01 12,27 0,0003

X5 0,01 0,01 1,28 0,2686

X1 . Xo 0,00 0,01 -0,53 0,6223

Tabela 20 — Coeficientes de regressdo para a resposta TS, onde: t(3) - valor t de Student para 3 graus de liberdade
= 2,35. Parametros em vermelho sdo estatisticamente significativos (p < 0,10) para o modelo.

Para a resposta TS, somente o termo linear da variavel X: foi estatisticamente
significativo, ao nivel de significancia (10%). Apds a analise dos coeficientes de regressdo, com
estes termos foi possivel montar um modelo reparametrizado ou modelo reduzido, representado

pela equagéo abaixo:
TS (g%) = 0,50 + 0,11 x4

A Figura 12 descreve os valores observados experimentalmente e os valores previstos
pelo modelo ajustado, observando-se uma boa concordancia entre a variavel independente X,

quantidade de droga vegetal (cascas cominuidas de E. uchi) e a resposta estimada de TS.
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Teor de solidos (Y1, %, Predito)
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0.35

0.35 0.4 0.45 0.5 0.55 0.6 0.65
Teor de sélidos (Y1, %, Experimental)
Figura 12 — Valores experimentais versus valores previstos pelo modelo reparametrizado para a resposta TS (g%).

Com a avaliacdo dos coeficientes de regressdo do modelo ajustado, é necessario
verificar a analise de variancia (ANOVA). Com base na Tabela 21, os resultados indicam uma
boa porcentagem de variacdo 96,21% e F calculado (152,20) superior 40 vezes ao F tabelado.
O valor de R? sugere que este modelo ¢é apropriado para a avaliar a quantidade de sélidos totais

na solucdo extrativa.
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Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variagdo  quadrados liberdade médio cale p-valor
Regresséo 0,1 1 0,1
Residuos 0,0 6 0,0 1522 0,0002
Falta de ajuste 0,0 2 0,0
Erro puro 0,0 4 0,0
Total 0,1 7 Feaic:Ftan = 40,26

Tabela 21 — Anélise de variancia (ANOVA) para o teor de sdlidos (TS).
% variacdo (R?) = 96,21; F1.010= 3,78.

Por meio da ANOVA, a superficie de resposta (Figura 13) pode ser gerada, permitindo
verificar que a propor¢do da droga vegetal teve influéncia linear, onde maiores quantidades
significam maior TS. O tempo de decoccédo ndo influenciou na resposta gerada, fato que permite
um processo extrativo mais rapido. Neste caso ainda, o solvente pode interferir na geragdo de
residuo seco, pois o solvente com polaridade adequada exerce maior impacto sobre este
parametro, sendo que, constituintes majoritarios (taninos, saponinas e agucares), de algumas
espécies, podem ser altamente soltveis em solventes hidroalcodlicos (VASCONCELOS et al.,
2005). No entanto, a agua foi selecionada como solvente de extracdo devido a conformidade

com o uso popular e por ser adequada na extracao de substancias fendlicas.

Tempo de decocgao (Xz)

N

75
Quantidade de droga vegetal (X:)

55 6 65 7 8 85 9 95 10

(B)

(A)

Figura 13 — Superficie de resposta (A) e curvas de contorno (B) para a quantidade de sélidos (g%) na solugdo
extrativas de E. uchi, em funcéo da concentracdo de droga vegetal (m/v) e do tempo de decoccdo (min).
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5.4.1.2 Determinacéo do teor de PT

Novamente, avaliando a Tabela 19, nos experimentos de 1 a 8, observa-se que conforme
a quantidade de droga vegetal e o tempo de decocgéo, o teor de PT variou de 1,12 g% (10 g e
20 min) a 1,82 g% (5 g e 5 min). Com isso, é plausivel afirmar que independentemente da
metodologia de extragdo, foram encontrados substancias fendlicas na solucéo extrativa, porém
houve diferencas de teor conforme mudancas na quantidade de droga vegetal e no tempo de

decoccéo.

Os fendlicos sdo definidos, quimicamente, como substancias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, além dos seus grupos funcionais, com
estruturas variaveis e multifuncionais (LEE et al., 2005). Eles englobam moléculas simples até
moléculas com alto grau de polimerizacgéo, na forma livre ou ligados a agucares (glicosideos) e
proteinas, conformagbes que influenciam na solubilidade e propriedades fisico-quimicas
(ANTOLOVICH et al., 2000; SOUZA et al., 2009). A quantificagdo de polifendis em plantas
representa o inicio das investigacfes sobre a funcionalidade e atividade bioldgica das mesmas,
0s quais podem ser extraidos de diversas estruturas vegetais por intermédio de sistemas
aquosos, ou solventes aceto etilicos e alcodlicos (IMEH; KHOKHAR, 2002; SOUSA et al.,
2007).

De acordo com os coeficientes de regressao estimados (Tabela 22), os termos lineares
desta resposta para quantidade de cascas cominuidas de E. uchi em relacéo a droga vegetal e ao
tempo de extracdo, foram estatisticamente significativos, de forma isolada. O efeito da interacéo

entre estas duas varidveis apresentou resultado oposto (p > 0,10).

Coeficiente de

Fatores ~ Erro padréo t(3) p-valor
regressao

Média 1,48 0,02 62,07 0,0000

X1 -0,15 0,02 -6,21 0,0034

X2 -0,14 0,02 -6,04 0,0038

X1. X2 -0,02 0,02 -0,81 0,4628

Tabela 22 — Coeficientes de regressdo para a resposta teor de PT, onde: t(3) - valor t de Student para 3 graus de
liberdade = 2,35. Pardmetros em vermelho séo estatisticamente significativos (p < 0,10) para o modelo.

Com os dados estatisticamente significativos, formam o modelo expresso pela equagéo

a sequir:

PT (g%) = 1,48 - 0,15 X, - 0,14 X,
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Este modelo reparametrizado demonstra boa correlacdo entre as variaveis

independentes, de acordo com a observacéo da Figura 14.
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Figura 14 — Valores experimentais versus valores previstos pelo modelo reparametrizado para a resposta teor de
PT (g%).

A ANOVA (Tabela 23) apresenta uma variacdo explicada de 94,16% e F calculado
quase 11 vezes maior em comparacdo ao F tabelado, sendo altamente significativo. Assim
sendo, 0s parametros ajustados sdo considerados adequados, satisfazendo os requisitos para a

construcdo da superficie de resposta e curvas de niveis (Figura 15).

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado = val
variacéo quadrados  liberdade médio calc p-valor
Regressao 0,3 2 0,2
Residuos 0,0 5 0,0 40,30 0,00082
Falta de ajuste 0,0 1 0,0
Erro puro 0,0 4 0,0
Total 0,4 7 Fealc:Ftab = 10,66

Tabela 23 — Andlise de variancia (ANOVA) para a determinagao de polifenois totais (PT).
% variagdo (R?) = 94,16; F2.010= 3,78.

A partir da analise da superficie de resposta e das curvas de contorno verifica-se o efeito
negativo com o aumento da quantidade de MPV e do tempo de extracdo, sobre a quantidade de
PT. Os maiores teores sdo encontrados nas faixas de 5% de droga vegetal em relacdo ao solvente
agua, e em 5 min de extragdo sob decocgdo. Tacon (2012) encontrou 0 mesmo efeito, onde a
maior porcentagem de planta também resultou em menores teores de fenois. Quanto menor a

quantidade de MPV, ou seja, quanto maior a relacdo do solvente para a quantidade de droga
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vegetal, o teor de polifenois pode melhorar, pois assim, os efeitos da saturagdo sdo minimizados
(PINELO et al., 2005). Tempos maiores de extracdo e alta temperatura, no caso 100 °C
aumentam a oxidacdo dos compostos fendlicos, diminuindo o rendimento destes no extrato
(DAI; MUMPER, 2010). Mas esta dltima informacdo pode variar conforme o alvo das
substancias fendlicas pretendidas e o tipo de extracdo, pois Parmezan et al. (2017), ndo
encontrou diferencas estatisticas na quantidade PT em rela¢éo aos tempos de 5 min e 10 min de

extracao e quantidade de droga vegetal padronizada de 50 mg.

Polifenois totais (Y2, %)
o
Tempo de decocgéo (X2)

5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10
Quantidade de droga vegetal (X1)

e (D)

Figura 15 — Superficie de resposta (C) e curvas de contorno (D) para a quantidade de PT (g%) na solucédo extrativas
de E. uchi, em funcéo da concentragdo de droga vegetal (m/v) e do tempo de decoc¢do (min).

5.4.1.3 Quantificagéo de bergenina

A bergenina ¢é derivado do acido galico e sua degradacédo ocorre facilmente em solucao
basica (LU; WANG, 2003). Os cinco grupos hidroxila (OH), presentes na bergenina, séo
considerados potencialmente ativos (NAZIR et al., 2011). Isso faz com que o interesse por esta
substancia aumente, principalmente ap6s demonstracdes de uma ampla variedade de atividades
bioldgicas (YU et al., 2009). Na planta E. uchi, a bergenina é a substancia majoritéaria
encontrada, considerada, por isso, como marcador quimico (MAGALHAES et al., 2007).
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O teor de bergenina foi calculado com base na concentragdo presente em cada extrato,
sendo este dado obtido através da curva padrédo de bergenina (Figura 16). A curva analitica
obtida por regressao linear do grafico da médias das areas, resultantes de trés andlises, versus

concentragéo, apresentou excelente coeficiente de linearidade (R? = 0,9983).
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Figura 16 — Curva analitica da bergenina obtida da analise intra-day.

A Figura 17 demonstra um exemplo de perfil cromatografico dos extratos obtidos, onde
observa-se um pico simétrico e caracteristico da bergenina, com tempo de retencdo de

aproximadamente 16 minutos.
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Figura 17 — Cromatograma de um extrato obtido pelo método de decocgdo.

Portanto, a quantificacdo de bergenina é muito importante neste estudo, principalmente
na otimizacao da extracdo, podendo interferir na eficiéncia da formulacéo final. Como pode ser
observado na Tabela 19, para o rendimento de bergenina foram encontrados valores de 39,36

pug/mL a 44,89 pug/mL, valores estes minimo e maximo respectivamente, para os 8 tratamentos.
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Neste intervalo ndo houve importantes variacGes, ou seja, os valores encontrados estdo muito
proximos. Deste modo, nenhuma variével foi estatisticamente significativa para esta resposta,

segundo a Tabela 24.

Coeficiente de

Fatores ~ Erro padréo t(3) p-valor
regressao

Média 42,28 0,83 51,25 0,0000

X3 0,91 0,83 1,10 0,3319

X5 -0,82 0,83 -1,00 0,3739

X1 . X -0,72 0,83 -0,87 0,4321

Tabela 24 — Coeficientes de regressdo para a resposta teor de TB, onde: t(3) - valor t de Student para 3 graus de
liberdade = 2,35. Termos estatisticamente significativos (p < 0,10).

Com esta avaliacdo, ndo é possivel determinar o efeito linear, quadratico ou interacdo
entre as variaveis, sendo assim, € inviavel estabelecer um modelo para a determinagdo de
bergenina e sua representacdo por meio de uma superficie de resposta. Em contrapartida, este
resultado € bom, pois mesmo ndo havendo grandes variacdes nas repeticdes e entre 0s
experimentos, ele indica que, independentemente das quantidade de droga vegetal e do tempo
de decoccéo, altas quantidades de bergenina ainda serdo encontradas.

Além do mais, as porcentagens obtidas estdo em conformidade com Lima (2018), o qual
obteve 36,20% de bergenina para o extrato proveniente também de solucdo aquosa. Tacon
(2012) encontrou valores proximos, mas menores, na faixa de 32,24% a 36,76% de bergenina,
com extratos das cascas de E. uchi, através de um solvente hidroetandlico, utilizando da mesma
ferramenta estatistica, o planejamento fatorial. Esta mesma autora, demonstrou também que, a
temperatura e o tempo de extra¢do ndo modificaram a quantidade deste marcador quimico. Mas
para as duas formas de extracdo, por maceracdo e por ultrassom, quanto maior a porcentagem
de droga vegetal, menor o rendimento de bergenina, o que ratifica o resultado do teor de PT,
que também é maior utilizando menor proporc¢do de droga vegetal. Muniz (2013), ao analisar
0s extratos aquosos das cascas de E. uchi, os quais apresentaram menor teor extrativo, e ao
comparar com extratos metandlicos, avaliou que os teores de bergenina foram semelhantes
entre um processo e outro. Esses resultados confirmam a utilizagdo de agua como bom liquido
extrator na obtencédo de solugdes extrativas de E. uchi, além de ser um solvente barato, é capaz

de extrair teores elevados de bergenina.
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5.4.2 Caracterizacdo fisico-quimica das SEs obtidas de E. uchi

Integrar a avaliacéo fisico-quimica e os parametros fitoquimicos, € importante para a
obtencdo e processamento de extratos vegetais oriundos de qualquer planta (MENDEZ et al.,
2011). Para alcancar os objetivos desta etapa do projeto e almejar produtos de qualidade, as
caracterizagdes fisico-quimicas sdo essenciais, principalmente quando se obtém uma solucao

extrativa, processo intermediario na prospeccao de fitoterapicos e fitocosméticos.

Na Tabela 25 e 26 encontram-se 0s dados experimentais relacionados ao pH das SEs
obtidas na 12 e 22 replicatas do planejamento fatorial. Constata-se que os valores de pH sdo
préximos entre si para todas as SEs, porém ndo houve diferencas estatisticas pela ANOVA, p
= 0,1311. Isso pode ser esclarecido pelas menores diferencas de pH da agua destilada usada
para extracdo ou pela quantidade de MPV pesada. Ao mesmo tempo, nestes resultados ha
evidéncias que, quanto menor a quantidade de droga vegetal e menor o tempo de decocgéo,
maior € o valor de pH.

Solucdes extrativas Dados experimentais - pH

Média + DP
12 Replicata Agua destilada SEs
SE 5%/5 min 6,50 + 0,02 4,90 + 0,03
SE 10%/5 min 6,04 + 0,01 4,74 + 0,04
SE 5%/20 min 6,57 £ 0,02 4,67 0,03
SE 10%/20 min 6,66 + 0,02 4,46*

Tabela 25 — Valores de pH para as SEs aquosas de E. uchi. *DP < 0,001.

Solugbes extrativas Dados experimentais - pH

Media £ DP
22 Replicata Agua destilada SEs
SE 5%/5 min 6,73 + 0,06 4,69 + 0,01
SE 10%/5 min 6,22 + 0,01 4,56 + 0,01
SE 5%/20 min 6,31 + 0,03 4,56 + 0,02
SE 10%/20 min 6,55 + 0,02 4,50 + 0,01

Tabela 26 — Valores de pH para as SEs aquosas de E. uchi.

Com valores de pH para o extrato liquido abaixo de 4,90 e utilizando agua destilada
com pH acima de 6,04, é sugestivo para estas solugdes a presenca de substancias &cidas, como
fendis e bergenina. A principio, solventes aquosos ou com maiores concentracdes de agua

conduzem a extratos mais enriquecidos em polifendis e taninos, que apresentam caracteristicas
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acidas (ARDISSON et al., 2002). Outro fator que pode explicar a acidez das SEs é que as
plantas sdo constituidas por diversos &cidos minerais organicos combinados sob a forma de sais,

ésteres, lactonas, lipideos, esséncias, resinas e proteinas (GUIZZO et al., 2015).

Na Tabela 27 e 28 estéo os resultados encontrados para as densidades relativas das SEs,
com valores proximos a densidade da dgua (0,9991 a 25 °C), o que era esperado, pois € 0 mesmo

solvente utilizado na extragéo.

Dados experimentais -

SEs Densidade relativa
12 Replicata Média £ DP
SE 5%/5 min 0,9985*
SE 10%/5 min 0,9966*
SE 5%/20 min 0,9972*
SE 10%/20 min 0,9970*
Tabela 27 — Determinacdo da densidade relativa para as SEs aquosas de E. uchi.
*DP < 0,001.
SEs Dados faxperimen'gais -
Densidade relativa
2% Replicata Média £ DP
SE 5%/5 min 0,9987*
SE 10%/5 min 0,9978*
SE 5%/20 min 0,9982*
SE 10%/20 min 0,9978*
Tabela 28 — Determinacdo da densidade relativa para as SEs aquosas de E. uchi.
*DP < 0,001.

Com estes dados e os valores de residuo seco, é possivel obter a massa teorica de sélido
totais presentes nas SEs, desta maneira, auxiliando no calculo do rendimento da operacéo de
secagem (LIMA, 2018). As varia¢Oes observadas na densidade relativa entre uma solucéo e
outra pode estar relacionada a quantidade de residuos secos e a diferentes concentragdes de
agua nos extratos, ou seja, nas diferentes relagdes entre droga vegetal e solvente (ARDISSON
et al., 2002). Em misturas, a densidade ¢ uma propriedade da composi¢do destas, sendo muito
importante no controle de qualidade por apresentar relacdo com a concentracdo das solucgdes
(CESAR; DE PAOLI; ANDRADE, 2004).
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5.4.3 Delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 com repeti¢des do ponto central

Uma vez que, no planejamento fatorial anterior, o screening revelou que a quantidade
de TS apresentou efeito linear, que os teores de PT eram comprometidos negativamente com o
aumento da concentracdo de droga vegetal e do tempo de extragéo, e para a bergenina, marcador
quimico, ndo houve interferéncia das variaveis, mesmo individualmente e com interagdo, assim
optou-se, por fazer um outro delineamento experimental, porém completo. Método este,
definido como estratégia sequencial de planejamentos, afim de tracar um caminho para a
condicdo desejada, ou seja, a condicdo Gtima, conquistando o objetivo de minimizar a
quantidade de cascas de E. uchi sem perder a qualidade, com um custo do produto final

(formulacdo de creme ou sabonete liquido) competitivo no mercado.

Nesta situago, o ideal como alternativa foi adicionar ao fatorial 22, pontos axiais, sendo
2 x 2 =4 ensaios nos pontos axiais (o.==+1,41) e mais repeti¢cdes dos pontos centrais, totalizando
3, executando uma operagdo estatistica com avaliacdo do erro puro, promovendo condi¢Bes
experimentais ideais. Os valores limitrofes das variaveis foram estabelecidos anteriormente
pelo screening design. No DCCR os fatores X: (relagdo droga:solvente) e Xz (tempo de
decoccdo) permaneceram para analise de duas respostas, TS (g%) e PT (g%), onde os dados

alcancados sao encontrados na Tabela 29.

Droga Tempo de

. ~ Variaveis dependentes
Ensaio vegetal  extracdo

X1 X2 TS (g%) PT (g%)
1 -1 -1 0,41 1,53
2 +1 -1 0,66 1,95
3 -1 +1 0,40 1,66
4 +1 +1 0,63 2,02
5 -1,41 0 0,33 1,19
6 +1,41 0 0,70 2,50
7 0 -1,41 0,55 2,11
8 0 +1,41 0,58 1,98
9 0 0 0,51 1,92
10 0 0 0,54 2,02
11 0 0 0,48 1,90

Tabela 29 — Matriz do delineamento e resultados do DCCR para as respostas, TS - teor de solidos (g%) e PT - teor
de polifendis totais (g%) nas solucdes extrativas de E. uchi.
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5.4.3.1 Determinagdo do TS

Considerando os dados da Tabela 29, observa-se novamente que quanto maior a
quantidade de MPV, maior ¢é a porcentagem do TS, variando entre 0,33 g% a 0,70 g%, esta
ultima maior que o encontrado no delineamento anterior. Porém ndo sdo teores altos quando
comparados com os obtidos através de outro solvente, no caso, com misturas de gua:etanol, e
diferentes métodos de extracdo, onde o TS variou de 1,14% a 5,11% para uma extracao por
maceracao; e na técnica de ultrassom, o valores obtidos foram de 0,76% a 4,46% (TACON,
2012). Na Tabela 30, a analise para defini¢cdo dos pardmetros significativos estatisticamente,

conduz para um modelo matematico predito.

Coeficiente de

Fatores ~ Erro padréo t(5) p-valor
regressao
Média 0,51 0,01 35,68 0,0000
X 0,13 0,01 14,35 0,0000
X2 0,00 0,01 -0,04 0,9726
X, 0,00 0,01 0,11 0,9157
X2 0,02 0,01 2,29 0,0708
X1 . X -0,01 0,01 -0,53 0,6202

Tabela 30 — Coeficientes de regressdo para a resposta TS, onde: t(5) - valor t de Student para 5 graus de liberdade
= 2,57. Pardmetros em vermelho sdo estatisticamente significativos (p < 0,05) para o0 modelo.

A variavel X foi a que apresentou termo estatisticamente significativo, destacada em
vermelho. Dessa maneira, o resultado assemelha-se ao alcangado no screening e comprovando
gue mesmo com um planejamento mais amplo, 0s termos quadraticos ndo sao significativos
estatisticamente, e que o TS esté ligado diretamente a concentracdo da droga vegetal. Deste
modo, na busca pela faixa ideal para extracéo, foi gerada a equacdo do modelo reparametrizado,

conforme a seguir:
TS (g%) = 0,53 + 0,13 X4

Uma das condic¢Ges quando o modelo é reparametrizado e do delineamento estatistico
utilizado na andlise da varidncia € que os erros de ajustamento sejam independentes e
normalmente distribuidos. Na Figura 18, ndo ha muitos pontos distantes da reta, apresentando

evidéncias que as pressuposi¢cdes do modelo estdo satisfeitas.
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Figura 18 — Valores experimentais versus valores previstos pelo modelo reparametrizado para a resposta TS (g%).

A Tabela 31 com ANOVA demonstrou um modelo ajustado para as respostas do
processo de extracdo. A porcentagem de variagdo R? (94,89%), continua excelente, mesmo com
0 descarte dos dados ndo significativos. Esta modificagdo aumentou os graus de liberdade dos
residuos que, por sua vez, diminuiu o valor do quadrado médio. Logo, a relagdo entre o
quadrado médio da regressdo e do residuo aumenta, aumentando o F calculado, para um limiar
32 vezes maior que o F tabelado. Neste caso, foi determinado que o efeito da interacdo entre X
e X2 néo foi significativo, mas individualmente, como efeito principal, a quantidade de droga
vegetal exerce papel de destaque no TS.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado F val
variacao guadrados liberdade médio cale p-valor
Regresséao 0,1 1 0.1
Residuos 0,0 9 0.0 167,30 0,0000
Falta de ajuste 0,0 7 0,0
Erro puro 0,0 p) 0,0
Total 0,1 10 Fealc:Ftan = 32,67

Tabela 31 — Andlise de variancia (ANOVA) para o teor de s6lidos (TS).
% variagdo (R?) = 94,89; F1.005=5,12.

A Figura 19 apresenta graficamente, por superficie de resposta, a influéncia da
porcentagem de planta (X1) sobre o TS, de forma proporcional, destacando que o tempo de
decocc¢édo néo foi significativo (p > 0,05) e ndo interferiu nesta resposta. Este grafico permite
verificar que com quantidades de E. uchi entre 10 g e 11,65 g, e tempo entre 5 min e 17,20 min,

os TS ndo variaram expressivamente (0,68 g% a 0,74 g%). Com as curvas de contorno é
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possivel definir que o ponto 6timo para este parametro estd em 10 g de droga vegetal e em 5
min de extracdo sob decocgéo.
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Tempo de decocgdo (X2)
=

Teor de solidos (Y1, %)
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Figura 19 — Superficie de resposta (E) e curvas de contorno (F) para TS (g%) na solucdo extrativas de E. uchi, em
func¢do da concentracdo de droga vegetal (m/v) e do tempo de decocgdo (min).

5.4.3.2 Determinagdo de PT

Conforme Tabela 29, o teor de PT foi alterado de 1,19 g% para 2,50 g%, conforme
diferencas nos fatores, ao contrario dos resultados determinados no screening. No atual
delineamento, constata-se que na mudanca do nivel menor (-1,41, -1) para os niveis mais altos
(+1,41, +1), os teores de polifendis aumentam, fato este que ndo ocorreu no screening. Desta
maneira, 0s planejamentos fatoriais realizados, serviram para construir modelos que
descrevessem o relacionamento funcional entre as variaveis dependentes e as varidveis

independentes (X1 e X2).

De acordo com Robards (2003), a extracdo com alta temperatura e tempo mais
prolongado, promove a melhor solubilidade do soluto. Em contrapartida, os constituintes
fendlicos deste material vegetal podem sofrer oxidacdo ou serem hidrolisados. Um exemplo

disso, ocorre com as antocianinas, que possuem temperatura de extracdo, para um bom
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rendimento, entre 20 e 50 °C, sendo de conhecimento que, temperaturas acima de 70 °C
provocam sua degradagdo (DAI; MUMPER, 2010). Através da Tabela 32 verifica-se qual a
relacdo funcional entre estas varidveis, ou seja, de que maneira o teor de PT depende da

quantidade de droga vegetal e do periodo de decoccao.

Coeficiente de

Fatores ~ Erro padréo t(5) p-valor
regressao

Média 1,95 0,12 16,1 0,0000
X4 0,33 0,07 4,44 0,0068
X2 -0,09 0,09 -1,02 0,3546
X, 0,00 0,07 0,01 0,9893
X2 0,01 0,09 0,13 0,9004
X1. X, -0,01 0,10 -0,13 0,9007

Tabela 32 — Coeficientes de regressao para a resposta teor de PT, onde: t(5) - valor t de Student para 5 graus de
liberdade = 2,57. Pardmetros em vermelho séo estatisticamente significativos (p < 0,05) para o modelo.

O ponto quantitativo que exerceu influéncia sobre o teor de PT foi o X linear,
apresentando agora um limite para a extracdo destes compostos. Mas isso foi um étimo
resultado, pois demonstrou que quantidades de droga vegetal acima de 11 g e tempos de
extracdo maiores que 15 min, provocam a degradacdo dos compostos fendlicos. A partir da
variavel preditora estatisticamente significativa, foi possivel gerar uma equacédo para ajuste do

modelo:
PT (9%) = 1,89 + 0,33 X4

A Figura 20 mostra que alguns pontos do delineamento ndo se ajustaram ao modelo

proposto acima, no entanto 0 modelo predito estd em conformidade com o experimental.
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Figura 20 — Valores experimentais versus valores previstos pelo modelo reparametrizado para a resposta PT (g%).
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A partir da Tabela 33, a ANOVA permite identificar pelo coeficiente de correlacio (R?)
que, para este modelo, a variacdo da quantidade de droga vegetal explica apenas 75,94% da
variacdo inerente ao teor de PT, além do mais, o F calculado foi 5 vezes maior que o F tabelado.
A analise da variancia enfatiza que a quantidade de droga vegetal ainda interfere na extracédo

de polifendis, mas a variacdo foi menor neste DCCR.

Fon_te ge Soma dos C_Sraus de Qua,d r_ado Fealc o-valor
variagao quadrados  liberdade medio
Regresséo 0,9 1 0,9
Residuos 0,3 9 0,0 28,40 0,00048
Falta de ajuste 0,3 7 0,0
Erro puro 0,0 2 0,0
Total 1,1 10 Fealc:Ftab = 5,54

Tabela 33 — Analise de variancia (ANOVA) para a quantidade de PT.
% variacdo (R?) = 75,91; F1.005= 5,12.

Logo, é possivel entdo, construir a superficie de resposta e curvas de contorno, as quais
estdo respectivamente nas Figuras 21 G e H. Na curva de resposta, assim como na avaliacao
das respostas para PT, observa-se que a regido 6tima de extracdo ocorre entre 10 g e 11,90 g de
droga vegetal e com 2,80 min até 5,45 min de decoccdo. Deste modo, 0s niveis intermediarios
foram que mais se adequaram para este delineamento onde, para o inicio de uma pesquisa de
desenvolvimento de formulacdes foi analisada a menor proporgdo de planta, a facilidade e

rapidez do processo extrativo.
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Figura 21 — Superficie de resposta (G) e curvas de contorno (H) para PT (%) na solugdo extrativas de E. uchi,
em funcdo da concentracdo de droga vegetal (m/v) e do tempo de decocgdo (min).
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5.5 Obtencéo dos ES de E. uchi

A técnica de spray drying € o método mais empregado na industria farmacéutica, sendo
definida como a transformacdo de um material do seu estado fluido para particulas secas
(OLIVEIRA; BOTT; SOUZA, 2006). Neste processo de secagem por aspersdo, a solucao €
atomizada para entrar em contato com o ar quente da cdmara de secagem, levando a evaporagéo
do solvente, e gerando particulas secas, as quais serdo separadas por um fluxo de ar (SARALA
et al., 2012). Os ES por aspersdo podem ser utilizados como produtos finais e intermediarios
na obtencéo de vérias formas farmacéuticas (VASCONCELOS et al., 2005). Vérias tecnologias
de secagem e equipamentos podem ser usados na producdo de ES, como por exemplo, a
liofilizacdo, o spray dryer e o leito de jorro (OLIVEIRA; BOTT; SOUZA, 2006). Estes distintos
equipamentos de secagem podem originar produtos com propriedades fisico-quimicas
diferentes, principalmente quanto & umidade residual, tamanho de particula, estabilidade e
solubilidade (SOUZA et al., 2015).

Com o intuito de verificar as diferencas entre os métodos de secagem em spray dryer e
leito de jorro, algumas caracteristicas do ES foram avaliadas, assim como o rendimento da
operacdo de secagem. Além do mais, diferentes velocidades de alimentacdo, ou seja,
velocidades de entrada da solugdo extrativa no equipamento para secagem por atomizagéo

foram analisadas, verificando a sua interferéncia no produto final.

Na Tabela 34, os valores de rendimento operacional para ambos 0s processos sdo
apresentados, obtendo-se bons resultados. Em nenhum dos equipamentos o material seco ficou
aderido em grandes propor¢des na camara de secagem ou no ciclone de recolhimento do pé.
Observa-se que na operacgdo de secagem por leito de jorro, nas velocidades de alimentacéo de
5 mL/min e 7 mL/min, os rendimentos foram maiores, ou seja, obteve-se mais ES quando
comparado ao equipamento spray dryer. Menores valores de perda durante a secagem foram
também encontrados por Oliveira; Bott e Souza (2006), onde a operacdo foi analisada sob
temperaturas de entrada iguais, afirmando que o leito de jorro pode ser uma alternativa viavel

para a producdo de extratos secos a partir de plantas medicinais.
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Fluxo de Rendimento (%)
alimentacao
(mL/min) Leito de jorro Spray dryer
3 51,35 51,98
5 58,16 53,53
7 66,73 49,51

Tabela 34 — Valores de rendimento para as operacOes de secagem em spray dryer e leito de jorro, através de
diferentes velocidades de alimentacéo.

Estes dados representam uma das diferencas entre um equipamento e outro, pois a
escolha da velocidade de alimentacdo € que determina a evaporacdo do liquido presente nas
goticulas atomizadas, antes que elas entrem em contato com as paredes da cdmara de secagem
(OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). No caso do spray dryer, quanto maior a velocidade de
alimentacdo, menor foi o rendimento, definindo que neste equipamento, fluxos menores sao
melhores para a formacdo de particulas sélidas. Em contrapartida, no leito de jorro, o
rendimento aumentou na propor¢do do aumento da velocidade de alimentacdo, o que pode ser
especifico para esta técnica. Uma explicacdo para estas diferencas pode estar relacionada a
informacdo que, velocidades de alimentacdo excessivas conduzem a diminuicdo da temperatura
do ar de saida e ao acumulo de material no equipamento. No leito de jorro, essa temperatura no
fluxo de 3 mL/mim foi de 102 °C, e 96 °C para no fluxo de 7 mL/min. J& para o spray dryer, a
temperatura de saida foi mais baixa, de 90 °C para o fluxo menor, e 86 °C para a velocidade
maior, conforme demonstrado na Figura 22. O fato do maior fluxo de alimentacao resultar em
maior rendimento operacional é um ponto positivo, uma vez que significa que o processo de

secagem serd realizado com mais rapidez.
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Figura 22 — Apresentacdo das diferentes temperaturas de saida (°C) conforme aumento da velocidade de
alimentacdo (mL/min), nos equipamentos leito de jorro e spray dryer.

5.5.1 Caracterizacdo fisico-quimica e morfoldgica dos ES de E. uchi

Outra propriedade avaliada foi a umidade dos ES, através da perda por dessecacao.
Observa-se na Tabela 35, que a porcentagem de umidade nos ES obtidos do leito de jorro sdo
menores que os ES obtidos pelo spray dryer. Somente os ES com fluxo de 3 mL/min do spray
dryer, e os fluxos de 5 e 7 mL/min do leito de jorro, apresentaram teor de umidade abaixo de

5%, valor ideal conforme estabelecido pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010).

Perda por dessecacdo (% m/m)

Fluxo de alimentacéo

(mL/min) Média + DP
Leito de jorro Spray dryer
3 5,61 +0,07 4,14 £ 0,05
5 4,27 + 0,08 6,06 + 0,58
7 4,16 + 0,05 6,08 + 0,17

Tabela 35 — Teores de umidade para as operagdes de secagem em spray dryer e leito de jorro, através de diferentes
velocidades de alimentacéo.

Estes teores de umidade, confirmam que cada equipamento de secagem possui suas
especificacOes, e que estas interferem no produto final que séo os ES. Segundo Jangan; Thorat
(2010), o aumento da temperatura do ar e o fluxo do ar, proporcionaram a reducéo do valor da

atividade de agua nos pds de gengibre. Verifica-se também que no spray dryer, menores
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velocidades de alimentacdo facilitam a saida do solvente, reduzindo o teor de umidade. O
contrario ocorreu no leito de jorro, pois como o material é altamente higroscopico, conforme o
extrato fica mais tempo no processo de secagem, mais agua ele adsorve. Além disso, o0s teores
de umidade inferiores no leito de jorro podem ser justificados, pela maior residéncia dos
materiais na camara de secagem, comum nesse tipo de secador (OSORIO-REVILLA; ELIAS-
SERRANO:; GALLARDO-VELAZQUEZ, 2004). Zhang et al. (2010), por meio de um
planejamento experimental para otimizagdo da secagem de extratos, consideraram que o fator
temperatura do ar de saida foi altamente significativo sobre a umidade residual do produto seco.
Mesmo trabalhando com temperatura de entrada (110 °C), superior a temperatura de ebulicéo
da &gua (solvente) nos dois equipamentos, a temperatura de saida e a velocidade de alimentacao

influenciaram no teor de umidade dos ES.

Por fim, para escolher a técnica de secagem mais adequada, foi realizada a andlise da
morfologia das particulas dos ES. As Figuras de 23 a 25 mostram as fotomicrografias
provenientes dos ES obtidos pelo leito de jorro, por diferentes velocidades de alimentagéo.
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Figura 23 — Fotomicrografia eletrénica de varredura do ES obtido por leito de jorro, com velocidade de alimentacdo
de 3 mL/min. A — Aumento de 5.000 x; B — Aumento de 10.000 x.
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Figura 24 — Fotomicrografia eletronica de varredura do ES obtido por leito de jorro, com velocidade de alimentagéo
de 5 mL/min. C — Aumento de 10.000 x; D — Aumento de 30.000 x.
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G
Figura 25 — Fotomicrografia eletrénica de varredura do ES obtido por leito de jorro, com velocidade de alimentagéo
de 7 mL/min. E — Aumento de 10.000 x; F e G — Aumento de 20.000 x.

Para todas as imagens, 0s ES de E. uchi revelaram particulas irregulares em tamanho,
além de apresentarem tendéncia a aglomeracdo. Secagens realizadas por leito de jorro, devido
a colisdes interparticulas, proporcionam formatos irregulares e particulas com menores
diametros. Além disso, estas aglomeracfes podem ser caracteristicas da higroscopicidade da
amostra, fato este, verificado por analise macroscépica. Este comportamento higroscopico pode
ser decorrente de varios fatores, entre eles, a presenca de grupos funcionais hidroxilas ou de
grande quantidade de constituintes apresentando grupos polares, como neste caso, a bergenina,

formando ligacGes moleculares (SOARES, 1997).

De modo geral, principalmente nas fotomicrografias 23 e 24, a superficie das particulas
apresenta certo grau de rugosidade. NIJDAM; LANGRISH (2006) observaram que quando a
temperatura de secagem € mais baixa, a superficie das particulas ficam amidas e flexiveis por
mais tempo, tornando-as murchas ou enrugadas quando resfriadas. Porém, neste caso também,
a permanéncia das particulas na camara de secagem, pelas velocidades de alimentacdo 3 e 5
mL/min, é maior, indicando que talvez a taxa de transferéncia de calor ndo foi uniforme em
toda a camara. Por outro lado, na imagem 24, com 7 mL/min de velocidade de alimentacéo, séo
encontradas particulas esféricas e ocas, com orificios ou deformacdes, representando a saida do
solvente. Altas velocidades de secagem e temperaturas mais altas, causam a evaporagdo mais

rapida da agua, resultando em particulas com superficies lisas e duras (MISHRA; BRAHMA,
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SETH, 2017). O teor de solidos igualmente interfere no processo de secagem, pois quanto
menor o conteudo de sélidos na solugdo extrativa, maior o espaco oco interno da particula e

menos espessas sao as paredes (CAO et al., 2000).

Nas particulas dos ES obtidos pelo spray dryer, nas Figuras 26 a 27, respectivamente,
representando as velocidades de alimentagdo, 3 e 5 mL/min, a maioria apresentou formato
esférico e superficie lisa, uma vez que, 0 método por atomizagdo fornece uma alta proporcéo
de particulas arredondadas (SOUZA et al., 2009). Viscosidade baixa da formulacao (solugédo
extrativa) auxilia na formacdo de gotas esféricas (OLIVEIRA; PETROVICK, 2009). Nestas
secagens, dificilmente foram encontradas particulas ocas (cascas) com orificios.
Independentemente do mecanismo de formac&o das particulas ocas, o processo de evaporagao
inicia na superficie, resultando em sélidos com diferentes morfologias. Esferas ocas podem ser
formadas, se a casca ficar rigida rapidamente, caso contréario, particulas onduladas ou enrugadas
serdo formadas (VEHRING, 2008).
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Figura 26 — Fotomicrografias eletrdnicas de varredura do ES obtido por spray dryer, com velocidade de
alimentacdo de 3 mL/min. H — Aumento de 5.000 x e | — Aumento de 20.000 x.
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Figura 27 — Fotomicrografias eletrdnicas de varredura do ES obtido por spray dryer, com velocidade de
alimentacdo de 5 mL/min. J — Aumento de 5.000 x e L — Aumento de 15.000 x.
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Figura 28 — Fotomicrografias eletrdnicas de varredura do ES obtido por spray dryer, com velocidade de
alimentacdo de 7 mL/min. M — Aumento de 15.000 x e L — Aumento de 20.000 x.
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Ao contrério, na Figura 28, as particulas do ES, na vazdo de 7 mL/min, ndo formaram
esferas, tornando incontestavel que, fluxos de alimentacdo mais répidos no spray dryer e
temperaturas de entrada e de saida ndo adequadas, podem interferir na evaporacéo do solvente
ou na morfologia da particula, ou seja, ao contrario do que aconteceu no equipamento leito de

jorro, no spray dryer, as velocidades de alimentacdo menores sdo mais apropriadas.

Mas algo em comum foi perceptivel em todas as imagens, independentemente da
velocidade de alimentacdo e equipamento, que foram as particulas menores aderidas as
particulas maiores, formando aglomerados. Estas formag6es podem ser favorecidas pela baixa
densidade aparente e pela higroscopicidade do p6 (CANO-CHAUCA et al., 2005).

Com todas as informagGes colhidas ap6s a analise de rendimento, umidade e avaliacdo
morfolégica, o ES que apresentou melhores caracteristicas, principalmente frente a
higroscopicidade, foi o obtido por secagem em leito de jorro, com temperatura de entrada de

110 °C e velocidade de alimentagdo de 7 mL/min.

A partir disso, com a intencdo de aprimorar as propriedades tecnoldgicas deste pé foi
introduzido ao processo o polissorbato 80 (Tween™ 80) como adjuvante de secagem. A
finalidade da adicéo deste adjuvante (tensoativo) foi para reduzir a tensdo superficial da SE,
diminuindo na mesma proporc¢do, a energia gasta para a formacao de goticulas, o que em geral
além de aumentar a velocidade de aspersdo tende a aumentar o rendimento do produto seco (DE
CAMPOS, 1996; SOARES, 2002). Assim, foi adicionada a SE aquosa o polissorbato 80 na
proporcdo de 5%, calculado sobre o residuo seco (0,6193 g%) da SE aquosa. Os dados
experimentais referentes ao rendimento e a umidade do Produto Seco por Aspersdo (PSA) estdo

demonstrados na Tabela 36.

Dados experimentais - PSA

Ensaios Média + DP
Rendimento (%) 38,74
Perda por dessecacéo (%) 6,15 £0,04

Tabela 36 — Valores de rendimento (%) e perda por dessecacdo (g%) para o PSA de E. uchi em leito de jorro.

Na comparacdo destes dados, com os resultados obtidos anteriormente com o ES
escolhido (fluxo 7 mL/min), observa-se que ndo houve aperfeicoamento do produto final, ou
seja a adicdo do adjuvante (tensoativo) ndo diminuiu a umidade e ndo melhorou o rendimento
operacional, pelo contrario, 0 PSA resultante apresentou um rendimento extremante baixo

(38,74%) quando comparado a secagem sem o adjuvante (66,73%). No entanto, para uma
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conclusdo mais exata do ocorrido, sdo necessarios mais experimentos, inclusive avaliando
distintas concentragdes do polissorbato 80, a fim de comprovar que este tensoativo realmente
ndo auxilia na secagem. Sendo assim, para o presente trabalho, e de acordo com os resultados
encontrados, a obtencdo de ES sem adi¢cdo do tensoativo demonstrou ser mais viavel

tecnologicamente.

5.5.2 Avaliacdo da atividade biologica do ES de E. uchi

5.5.2.1 Determinacdo do teor de PT e atividade antioxidante

Conforme ja comentado neste estudo, as cascas do caule de E. uchi sdo utilizadas
tradicionalmente, na forma de cha, no combate a inflamacéo e infec¢Ges do trato geniturinario
feminino. Desta planta, os frutos também possuem importantes beneficios para a sade humana,
e um deles esta relacionado a capacidade antioxidante (FREITAS et al., 2018). Inclusive, alguns
estudos ndo so atribuem aos compostos fendlicos a a¢do antioxidante como em muitos casos,
foi demonstrado maior potencial dessas substancias em comparacdo as vitaminas C e E
(SCALBERT et al., 2007; DAI; MUMPER, 2010). Dessa forma, para confirmar esta acéo
biolégica, sdo necessarias pesquisas de quantificacdo e identificacdo de metabdlitos
secundarios, especialmente os fendis, bem como realizar ensaios relacionados a esta atividade,

tais como os ensaios enzimaticos de DPPH e ABTS.

As substancias antioxidantes inibem ou retardam as reacdes em cadeia de oxidacéo de
outras moleculas (VELIOGLU et al., 1998). Espécies reativas de oxigénio (EROs) causam,
comprovadamente, danos ao DNA ou podem oxidar lipidios e proteinas (SOUSA et al., 2007).
Para os polifendis, a atividade antioxidante ocorre principalmente devido as suas propriedades
redutoras e a estrutura quimica, agindo na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e
quelacéo de metais em transicdo (CHUN et al., 2005). Deste modo, com a determinacéo do teor
de PT, foi possivel, em seguida, determinar o potencial antioxidante do extrato seco de E. uchi
por meio dos ensaios DPPH, ABTS e antioxidante celular, cujos resultados estdo apresentados
na Tabela 37.
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O teor de polifendis no ES de E. uchi de 18,6 g% foi considerado bom para um extrato
seco obtido de solugéo aquosa de E. uchi, uma vez que Lima (2018) encontrou 16,14 g% de PT
em ES também oriundo de uma solucéo aquosa. Para Tacon (2012), os teores de PT variaram
entre 27,34 g% a 31,57 g%, valores superiores, porém os ES foram obtidos em extracdes por
maceragdo com solvente hidroalcodlicos, e com proporcéo de droga de 16,5% (m/v). Mas para
Politi (2009), os extratos aquosos obtidos de decocgdo e infusdo apresentaram valores

superiores, afirmando que isso aconteceu, a cargo da similar polaridade do solvente e dos

polifenadis.
. ES de E. uchi Padrao acido gélico
Ensaios L o -
Media £ DP Media £ DP
Teor de PT (%) 18,6 £1,10 -
PT (ug EQAG/mL) 104,30 + 6,40
DPPH (% inibicéo) 86,90 £ 0,10 86,20 £ 0,10
DPPH (CI50 pg/mL) 19,70 £ 0,10 2,90 £ 0,10
ABTS (% inibig&o) 99,70* 92,20 £ 0,70
ABTS (CI50 pg/mL) 12,40 + 2,00 3,50+0,10
Tabela 37 — Teor de PT (g%) e capacidade antioxidante do ES de E. uchi.
*DP < 0,001.

Baseado nestas condicdes, os ensaios DPPH e ABTS foram escolhidos para avaliar a
atividade antioxidante do ES. A capacidade do ES em sequestrar o radical livre de DPPH
mostrou valor de 86,90%, e com concentracdo de 19,70 pg/mL ocorreu 50% de inibigdo. A
atividade mais ativa foi em sequestrar o radical ABTS com 99,70% de inibi¢cdo, e com
concentracdo de ES menor (12,40 pg/mL). A relacdo da capacidade dos extratos polares em
sequestrar radicais de DPPH pode estar relacionada com a presenca dos grupos hidroxilas
disponiveis nos compostos fendlicos (MENSOR et al., 2001). Contudo, o ensaio DPPH é um
método colorimétrico, ou seja, pigmentos podem interferir nos resultados, como no caso do
extrato marrom de E. uchi (CHANDRASEKAR et al., 2006). Assim, os dados revelam que o
ES mesmo ndo apresentando elevados indices de polifendis, a capacidade de sequestrar 0s
radicais DPPH e ABTS ocorre, porém mais pesquisas devem ser realizadas utilizando ensaios

mais especificos com a finalidade de descobrir quais substancias promovem esta acédo bioldgica.

A literatura destaca que o marcador bergenina encontrado em maior numero no extrato
de E. uchi, ndo pode atuar como excelente antioxidante (BAJRACHARYA, 2015). Bergenina
€ um bom sequestrador de radicais hidroxila (ABREU et al., 2008; SINGH; BARIK;
PRIYADARSINI, 2009). Mas na inibicdo de radicais livres como o superéxido e o DPPH, a



128

bergenina ndo foi eficaz (RANA et al., 2005; ROSELLI; LENTINI; HABTEMARIAM, 2012).
No estudo de Muniz (2013), uma concentracdo alta de bergenina (1000 pg/mL) conseguiu
sequestrar apenas cerca de 33% de radicais de DPPH, fatos esses que reforcam a necessidade
de maiores estudos fitoquimicos e biologicos com a espécie E. uchi a fim de comprovar todo o

seu potencial quimico e terapéutico.

Na inibicdo de ROS em células de fibroblastos MRCS5, o ES de E. uchi ndo obteve um
bom resultado (Figura 29), principalmente quando comparado com o padréo quercetina (Figura
30). Condicbes fisioldgicas normais, danos celulares oxidativos sdo inibidos por defesas
antioxidantes que neutralizam as espécies reativas de oxigénio. Contudo, no estresse oxidativo,
as células sdo incapazes de promover este processo, resultando em algum dano celular
(OLIVEIRA, 2015). Deste modo, mesmo com valores baixos, o ES de E. uchi, na concentracao
de 100 pg/mL, foi capaz de inibir apensas 18% de ROS celular e, ha concentracdo de 50 pg/mL,
sua capacidade foi de 5,7%.
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Figura 29 — Histograma representando a atividade antioxidante celular do ES de E. uchi, através da inibi¢do de
ROS.
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Figura 30 — Histograma representando a atividade antioxidante celular da quercetina, através da inibi¢do de ROS.

5.5.2.2 Atividade antimicrobiana

Com a finalidade de desenvolver produtos fitocosméticos e fitoterapicos para o auxilio
e tratamento de afeccBes vulvovaginais, a atividade antimicrobiana é fundamental para
determinar se estes produtos terdo a acdo requerida. Mesmo pelas indicacdes ja conhecidas do
ché das cascas de E. uchi, investigacGes também afirmam que, a substancia bergenina, inibe o

crescimento de diversos microrganismos.

Infeccdo do trato genital feminino é a doenga mais comum em ambulatérios
ginecologicos, a qual pode progredir para condi¢cdes severas causando doencas inflamatorias
pélvicas (DIPs), infertilidade, partos prematuros e dor pélvica cronica (DONDERS, 2010;
YANG etal., 2012). A maioria destas infec¢Oes é causada por patdgenos mistos, embora alguns
microrganismos possam ser identificados como dominantes (LAMONT et al., 2011). Espécies
de Candida, como C. albicans e C. glabrata; bactérias coco Gram-positivos, como
Staphylococcus aureus; bactérias bacilos Gram-negativos, principalmente Escherichia coli; e
bactérias fastidiosas, no caso, Gardnerella vaginalis, sdo os patégenos mais isolados em
vulvovaginites (MONIF; CARSON, 1998).

Assim, a atividade antimicrobiana foi avaliada para o ES de E. uchi e para a bergenina
isolada (comercial), contra cepas de C. albicans (ATCC 90028), C. krusei (ATCC 6258), C.
parapsilosis (ATCC 90018), C. tropicalis (ATCC 750), e S. aureus (ATCC 29213). A Tabela
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38 mostra os resultados obtidos da concentracdo inibitéria (C150), em duplicata, para 0s
diferentes géneros de Candida, com leituras em 24 e 48 horas. As cepas C. albicans, C. Krusei
e C. tropicalis, mostraram-se mais sensiveis ao ES, uma vez que concentracdes baixas (25

pg/mL) foram capazes de inibir o crescimento.

C. albicans C. krusei C. parapsilosis C. tropicalis
AMOStas oo ug/ml CIS0ug/mL CI50 pg/mL CI50 pg/mL
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP

ES 252 50P 25%  100P 1002 200° 252 25P

Bergenina 800  >800° 400 >800°  400°  >800°  200®°  >800°

Anfotericina
5 0,128 0,12 12 2P 12 2P 12 2
Tabela 38 — Atividade antifingica através da CI50 para as amostras de ES de E. uchi e bergenina. Leituras: a — 24
horas; e b — 48 horas.
OBS: para todos os resultados da atividade antifingica, o DP foi < 0,001.

Tacon (2012), encontrou melhores resultados do ES obtido por spray drying paras as
cepas de C. Krusei e C. parapsilosis, respectivamente, 3,25 ug/mL e 9,76 pg/mL. Entretanto,
para C. albicans, a concentracao inibitdria foi maior, 2500 pg/mL. J& no estudo de Lima (2018),
os resultados de CI50 para C. albicans foram semelhantes (50 ug/mL). Para a bergeninaisolada
de E. uchi, Silva et al. (2009) observou concentra¢des inibitorias menores (4,9 pg/mL) contra
as cepas de C. albicans e C. tropicalis, enquanto que no presente trabalho a molécula de
bergenina comercial demonstrou concentragcfes bastante elevada (acima de 200 pg/mL) contra

todas as cepas testadas.

Na atividade antibacteriana, os dados experimentais do ES e da bergenina ndo foram
satisfatorios, ou seja, ndo foram obtidos halos de inibicdo frente a bactéria S. aureus, conforme
Figura 31. Dados condizentes com a literatura, onde Politi (2009) e Silva et al. (2009) também
nédo observaram resultados promissores nos extratos testados contra esta bactéria Gram-positiva
pelo método de difusdo em &gar. O primeiro autor ressalta que apesar do resultado negativo, a
grande quantidade de taninos descoberta nas cascas de E. uchi podem representar uma
explicagdo para os usos populares, como antibacteriano e anti-inflamatdrio. Teorias sobre 0s
responsaveis pela agdo antimicrobiana ainda séo discutidas, pois alguns estudos demonstram
gue a bergenina isolada possui atividade contra bactérias, porém outros confirmam o resultado
aqui obtido (BAJRACHARYA, 2015; NYEMB et al., 2018). Todavia, a pesquisa de Silva;
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Teixeira (2015) mostrou evidéncias de resultados promissores para o extrato hidroetanélico de
E. uchi contra B. cereus.

O controle positivo oxacilina apresentou, em duplicata, halo de inibicdo de 10,6 mm %
2,33 mm.

Figura 31 — Representacdo do método de difusdo em &gar com extrato seco de E. uchi (ES) e bergenina (BGN)
contra a bactéria S. aureus ATCC 29213. C- (controle negativo - 4gua esterilizada) e C+ (controle positivo —
oxacilina).

5.5.3 Avaliacéo da citotoxicidade

Métodos de avaliagdo da citotoxicidade sdo amplamente utilizados pela indudstria
farmacéutica, com o objetivo de rastrear e averiguar a biosseguranca, assim como, avaliar 0
potencial antitumoral tanto de moléculas isoladas (exemplo: farmacos) como de compostos
(exemplo: formulagdes) (SILVA et al., 2019). Entre estes métodos, o ensaio Alamar Blue tem
sido amplamente disseminado nos ultimo 50 anos para estudos de viabilidade celular e
citotoxicidade (RAMPERSAD, 2012). Alamar Blue proporciona uma anéalise quantitativa da

proliferacdo celular e da atividade metabolica das células (SILVA et al., 2019).

O ES de E. uchi foi avaliado por este método, nas concentracdes de 6,25 pg/mL a 100
pg/mL, em linhagens celulares de fibroblastos MRC5, para verificar sua toxicidade in vitro. De

acordo com a Figura 32, 0 ES néo apresentou citotoxicidade em nenhuma concentracéo testada,
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apresentando 100% de viabilidade celular, assemelhando-se ao controle negativo DMSO. Na
concentracgéo de 6,25, 12,5 e 25 pg/mL, a viabilidade celular foi maior que 100%, demonstrando
que os fibroblastos MRC5 continuavam com seu metabolismo normal, proporcionando a sua
proliferacdo (crescimento). Estes dados séo indicios de que o ES de E. uchi pode ser
administrado em humanos, principalmente através de formas farmacéuticas topicas
fitoterapicas ou fitocosméticas, de modo seguro. Politi et al. (2011), constatou que diversos
extratos de E. uchi ndo foram citotoxicos, mantendo a taxa de sobrevivéncia dos fibroblastos
também em 100%. Em estudo in vivo, Politi et al. (2010), ndo encontrou alteragdes fisioldgicas
ou comportamentais, e mortes em camundongos machos (Mus musculus), através do teste de

toxicidade oral.

120 -
Q\i 100 -
S
8
> 80 A
[¢B)
O
8 60 1
(&)
C
€ 40 |
=
&L
a 20 A
(@]
N

0 T T T T T
DMSO 6,25 12,5 25 50 100

Concentracao ( pg/mL)
Figura 32 — Efeito de diferentes concentrac6es do ES de E. uchi sobre a viabilidade em linhagem de células MRC5.

5.6 Desenvolvimento de formulag@es para uso tépico contendo ES de E. uchi e 6leo de B.

excelsa

5.6.1 Selecdo das formulagGes de sabonete liquido intimo

Sabonetes intimos representam melhora na qualidade de vida de mulheres que passaram
por tratamentos para vulvovaginites. Higiene intima com o produto adequado proporciona
conforto e diminui as recidivas das infecgdes (BAHAMONDES et al., 2011). Novas estratégias

para reduzir as infeccGes ginecoldgicas, gerando processos padronizados de higiene intima,
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podem minimizar os custos do tratamento e melhorar a qualidade de vida das mulheres durante
esta etapa (CUEVAS et al., 2010). Embora o senso comum motive a prética da boa higiene
feminina, um estudo com 500 mulheres avaliou comportamentos inadequados de higiene, sendo
estes relacionados diretamente com a vaginose bacteriana (ANAND; SINGH; UNISA, 2015).
Em outra pesquisa transversal sobre os habitos de higiene intima em mulheres na menopausa,
foi constatado que metade das mulheres avaliadas usaram, nos ultimos 3 meses, pelo menos 2

produtos para tratamentos vulvovaginais sem prescri¢cdo médica (EREKSON et al., 2014).

Analisando o mercado para verificar lancamentos de produtos utilizados para a higiene
intima, existem diversos tipos e formatos de produtos a disposi¢do para as consumidoras,
incluindo sabonetes, espumas, sabonetes liquidos, toalhas pré-umedecidas, sprays
desodorantes, entre outros. Os ingredientes principais de todos estes produtos séo, o acido
latico, a glicerina, e uma variedade de extratos naturais, com finalidades hidratantes,
neutralizadores de pH e odores, e como antimicrobianos (CHEN et al., 2017). Desta forma, o
desenvolvimento de um sabonete liquido, com atividade anti-inflamatdria e antifingica, pode
acarretar em uma evolucdo no tratamento de vulvovaginites. Mas para permitir o acesso do
produto ao consumidor sdo necessarias diversas analises para comprovar a efetividade e

estabilidade do mesmo quando comercializado.

Inicialmente foram obtidas 9 formulacfes de sabonete intimo, com diferentes
proporcdes do ES de E. uchi e do 6leo de B. excelsa, assim como, diferentes conformacdes de
excipientes. Portanto, 24 horas apds a obtencdo das formulagcbes (T0), a descricdo das
caracteristicas organolépticas, a determinacao do pH e o teste de centrifugacdo foram efetuados.
Este periodo de 24 horas teve como finalidade a maturagdo dos sabonetes liquidos, e que pode
ser realizado para outros tipos de formulacGes, prazo esse necessario para que o produto adquira
viscosidade e consisténcia. Ja o teste de centrifugagdo fornece abreviadas informagdes sobre a
instabilidade do produto, principalmente detectando a floculagdo e a coalescéncia
(FRIEDRICH et al., 2007). Os resultados da identificacdo das caracteristicas das amostras séo

expressos nas Tabelas 39 e 40.
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Formulacdes — Sabonete intimo

Andlises

F1 F2 F3 F4 F5
Cor marrom Cor marrom Cor marrom Cor marrom Cor marrom
i escuro, escuro,
Caracteristicas aspecto escuroe claro, opaco aspecto claro, aspecto
organolépticas P aspecto e aspecto P transparente e
transparente . . transparente ;
; VISC0oSO VISCOSO h VISCOSO
e VISCOoSo € VISC0oSo
, _pH 457+0,00 460+0,01 4,49+0,02 473+0,02 4,10+0,00
(média + DP)

Separagdo  Presenca

Presenca de Presenca de

Centrifugacdo  precipitado defa_ses, _de_ precipitado Homogéneo
branco precipitado precipitado branco
branco escuro

Tabela 39 — Andlise organoléptica, determinacéo do pH e centrifugacdo das formulacdes de sabonete intimo, no
tempo TO.

Formulacdes — Sabonete intimo
F8 F9 Dermacyd®

Analises F6

.
Cor
Cor marrom
Cor marrom marrom Cor marrom Cor branca
_ escuro,
Caracteristicas aspecto claro, opacoe escuro, escuro, aspecto peroladae
organolépticas transp arente aspecto opaco e  transparente e aspecto
P VisC0so aspecto VisSC0So VisSC0oso
e VISC0So ;
VISCOSO
, pH 459+0,01 4,63+0,04 449 + 0,02 433+0,02 4,50+0,05
(média + DP)
Separacéo

Presenca de Presencade  Presenca de

Centrifugacdo  precipitado E:c{a?fas o]o precipitado precipitado  Homogéneo
branco P escFLro branco branco

Tabela 40 — Continuagao: analise organoléptica, determinagdo do pH e centrifugacdo das formulagGes de sabonete
intimo.
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Conforme as tabelas acima, observa-se que todas as formulacGes obtiveram, apds a
centrifugagcdo, uma camada branca na parte superior, ou seja, formaram uma camada de
espuma. Durante a agitacdo ou centrifugacdo, € comum a ocorréncia deste fenémeno
(LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001), porém das 9 formulacbes testadas, 8
apresentaram precipitados e ou separacao de fases o que configura instabilidade e, apenas uma
(F5) mostrou aspecto homogéneo.

Nesta primeira etapa, para a selecdo da formulacdo de sabonete liquido, foi levado em
consideracdo maior semelhanca com o sabonete Dermacyd® (formulacdo padrdo) em termos
de aspecto e pH, ou seja, acido (pH < 7) que se adéqua ao pH vaginal (entre 3,8 a 4,2), condi¢éo
ideal para a sobrevivéncia dos Lactobacillus, pertencente a flora microbiana normal da vagina
(TACHEDJIAN et al., 2017).

Todas as formulacdes apresentaram coloragdo marrom, ocasionado pelo ES de E. uchi.
Neste estudo ndo foram testadas outras bases ou excipientes que minimizassem esta cor. Porém,
a amostra F5 ficou visivelmente com aspecto melhor, transparente e perolada, além disso, esta
foi selecionada no teste de pré-estabilidade, pois ap6s a centrifugacdo, foi a Unica que
permaneceu homogénea. Isto pode ter ocorrido devido a maior quantidade de tensoativo
aniodnico, pois com o aumento do lauril éter sulfato de sodio, a turvacdo da formulacdo diminuiu,
provavelmente por causa da solubilizagdo completa dos ingredientes na fase dispersa da
emulsdo, além disso, foi o que determinou a estabilidade da formulacdo (LACHMAN;
LIEBERMAN; KANIG, 2001). Tensoativos anidnicos sdo largamente utilizados na producéo
de detergentes, com participacdo majoritaria na formulacdo. Sao substancias organicas que
possuem comportamento anfifilico, ou seja, apresentam em sua estrutura, regido hidrofébica e
hidrofilica (PENTEADO et al., 2006). Em uma formulacdo de sabonete, um sistema com
tensoativos é designado para funcdo de agentes espumantes, permitindo a limpeza atraves da
remoc&o de células mortas, impurezas e o excedente de microflora residencial (BARANOVA
et al., 2018). Dessa forma, sabonetes liquidos possuem alta quantidade de detergentes,
assemelhando-se a composic¢do dos xampus (MIGLIATO et al., 2009).

Outros agentes utilizados para melhorar a consisténcia do sabonete liquido foram a
hidroxietilcelulose (F6) e PEG (polietilenoglicol) 6000 (F7), mas as duas formulagdes ndo
foram aprovadas no teste de centrifugacéo, pois apresentaram precipitados. Segundo Petrovska
et al. (2017), apos avaliar diversos produtos ja estabelecidos no mercado, verificou-se que a
tendéncia de fabricacdo dos produtos para higiene intima € usar um conjunto cléssico de

tensoativos (combinacdo de anibnicos, anfoteros e ndo-idnicos) para formar uma boa
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quantidade de espuma. SO que, para obter a viscosidade ideal para os consumidores, muitos
fabricantes utilizam modificadores de viscosidade, como o cloreto de sodio, espessantes ou
adjuvantes derivados da celulose. Na formulagéo F7 foi adicionado o PEG 6000, de carater ndo
idnico com alto peso molecular. E um espessante muito empregado em xampus infantis, pois
diminui a irritacdo causada pelos tensoativos (CHIROLI; CAMPQOS; SILVA, 2013).

Muitos estudos demonstram que a hidroxietilcelulose promove diferentes niveis de
espessamento em concentracdes distintas, e ndo é afetado pelo pH da formulacdo (HIGIOKA,;
BARZOTTO, 2013). Em geral, polimeros derivados da celulose retardam a sedimentacéo e a
aglomeracdo de particulas, atuando como uma barreira que diminui a atracdo entre as particulas
(NUNES et al., 2012). Ent&o, talvez uma justificativa plausivel para a instabilidade de F6, pode
ser pela quantidade de hidroxietilcelulose utilizada, necessitando de maiores concentracdes
deste polimero para ndo ocorrer precipitados. Porém, Chiroli; Campos; Silva (2013) descrevem

que este polimero pode precipitar na presenca de substancias como o sulfato de sodio.

Por outro lado, somente a estabilidade frente a centrifugacdo ndo é suficiente para
selecionar uma formulagio de uso topico sendo necessarios o andamento dos estudos. E
imprescindivel a determinacdo do pH do sabonete liquido, pois é muito importante que ele
apresente compatibilidade com o pH vaginal. Deste modo, como ja foi especificado, durante 0s
anos reprodutivos das mulheres, o pH vaginal deve permanecer < 4,5, sendo que, valores
maiores de pH podem propiciar o inicio de infeccbes (PANDA et al., 2014). Os Lactobacillus
spp. sdo bactérias anaerdbias que constituem a microbiota vaginal, acidificando este meio
através da producdo de &cido latico por intermédio da fermentacdo da glicose (TACHEDJIAN
et al., 2017). Os sabonetes intimos sdo uma alternativa para mulheres com algum tipo de
infecgdo ginecoldgica, como a candidiase. Porém quando estes produtos ndo sdo adequados,
como por exemplo, com pH elevado, eles podem causar desequilibrios na microbiota vaginal,

provocando odores desagradaveis e irritagdes (APOLINARIO et al., 2011).

Todas as formulagédo apresentaram pH &cido, fator que pode ter sido influenciado pelo
extrato de E. uchi. Ao mesmo tempo, F3, F5, F8 e F9, manifestaram valores de pH < 4,5,
compativeis com o meio vaginal, e ndo precisaram da inclusdo de agentes acidificantes, como
0 4&cido latico ou o é&cido citrico. A formulacdo F5 novamente destacou-se, além da
homogeneidade, ela demonstrou pH 4,10. Para o sabonete intimo de referéncia (Dermacyd®),
obteve-se valor de pH = 4,50 (x 0,05).
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5.6.1.1 Avaliagdo da estabilidade preliminar da formulacdo de sabonete intimo

Estudos de estabilidade servem como um instrumento preditivo para potenciais desvios
na eficacia e na seguranca definidas para o produto, durante seu desenvolvimento (BRASIL,
2004). Avaliacdes da estabilidade de formulages sdo Uteis como uma triagem para prever
possiveis alteraces fisicas, fisico-quimicas e quimicas, que podem acontecer no momento da
fabricacdo, até o tempo de prateleira (FERNADES et al., 2013). Nesta fase de experimentos,
realizada por 30 dias, foram avaliadas as modificacdes organolépticas, a densidade, o pH e o
comportamento reoldgico. A formulagdo F5 foi mantida sob trés temperaturas diferentes, 5 °C
(resfriamento), 25 °C (ambiente) e 40 °C (estufa), e avaliada durante um periodo de 30 dias.
Primeiramente, baseando-se nas propriedades iniciais do sabonete liquido F5, modificacdes
ocorreram a partir do 7° dia (T3), onde a cor ficou mais escura para as formulac6es armazenadas
em temperaturas de resfriamento e de estufa, sendo que neste ultimo, houve diminuicdo da
viscosidade (Figura 33). A preparacdo mantida sob 25 °C permaneceu homogénea e sem

alteracdo na cor, conforme descricdo na Tabela 41.

Dias
Condicao (temperatura) T0 1 T2 T3 T4 TS
Resfriamento (5 °C) N N N M M M
Ambiente (25 °C) N N N N N N
Estufa (40 °C) N N N M IM M

Tabela 41 — Caracteristicas organolépticas, da formulagdo F5, avaliadas nas condi¢des de resfriamento (5 °C),
temperatura ambiente (25 °C) e estufa (40 °C) como, normal, sem alteracdo (N); levemente modificada (M); e
intensamente modificada (IM).

AlteracGes nas caracteristicas sensoriais durante os testes de estabilidade, antecipam
modifica¢fes que podem ocorrer até que o produto seja utilizado pelo consumidor, definindo a
aceitacdo no mercado ou ndo (SILVA et al., 2019). A temperatura elevada da estufa (40 °C)
pode ocasionar a separacdo da fase oleosa da formulacéo, resultando em modificagBes na cor
(SMAOQUI et al., 2012). Altas temperaturas também podem promover a decomposicdo de
componentes da formulacdo, como a oxidagdo de 6leos, neste caso, o Oleo de B. excelsa,
alterando o aspecto do produto. Temperaturas baixas antecipam possiveis alteracGes fisicas,
como turvacdo, cristalizagdo e precipitacio (BRASIL, 2004). Em avaliacbes de uma
formulacdo topica para envelhecimento cutaneo, mantida sob resfriamento, os autores Silva;
Lopes (2017), observaram mudancas na cor, de branco translicido para branco amarelado,
sugerindo que a amostra sofreu um processo de degradacao e oxidacao.



138

Figura 33 — Avaliagdo organoléptica da formulagéo F5, com modificagdes na cor e no aspecto em temperaturas de
resfriamento (5 °C) e temperatura de estufa (40 °C), a partir do periodo T3.

Do mesmo modo, variagcbes no pH de formulagdes topicas podem influenciar nos
parametros de estabilidade, biocompatibilidade e biodisponibilidade, comprometendo a
seguranca terapéutica (BUGNOTTO et al., 2006). Modificagbes neste parametro sugerem que
a formulacdo pode conter impurezas, ou que podem ter ocorrido hidrolise e decomposicéo de
componentes, desde os adjuvantes até os extratos de plantas (OLIVEIRA et al., 2013). Assim,
a andlise do perfil de pH é a etapa mais importante para a estabilidade quimica em testes
acelerados (SMAQUI et al., 2017).

Na Tabela 42 observa-se os valores de pH encontrados nos diferentes ambientes de
armazenamento, onde um aumento de pH foi detectado a partir do T3 na temperatura de estufa
(40 °C), em comparacdoao as demais temperaturas do teste. Considerando que nao foi utilizado
antioxidante na formulacdo, somente EDTA que age como quelante, acredita-se que nesta

temperatura pode ter ocorrido oxidagdo dos componentes com consequente alteracdo do pH.

Atraves da andlise estatistica, a diferenca de valores entre as condi¢des foi significativa
(p <0,05), p=0,0198, ressaltando que F5 apresentou maior alteragdo do pH quando submetida
a temperatura de 40 °C. Esta variacdo ao longo dos 30 dias de testes, pode ser melhor

visualizada, por meio da Figura 34.
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Condiéio Dados expe,rlrnentals F5 - pH
(temperatura) Media £ DP
T1 T2 T3 T4 T5
Resfriamento (5°C) 4,37+0,02 4,45+0,01 4,40+0,02 4,47+0,03 4,55+0,02
Ambiente (25°C)  4,36+0,02 4,36+0,06 4,42+0,03 4,42+0,03 4,46+0,03
Estufa (40 °C) 437+0,02 4,44+0,03 456+0,01 4,73+0,02 4,91+0,04

Tabela 42 — Valores de pH para a formulagcdo de sabonete intimo F5, determinados nas temperaturas de
resfriamento (5 °C), ambiente (25 °C) e estufa (40 °C), para os 30 dias de testes.
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Figura 34 — Representacdo do valores de pH para a formulacdo de sabonete intimo F5, determinados nas
temperaturas de resfriamento (5 °C), ambiente (25 °C) e estufa (40 °C), para os 30 dias de testes.

O mesmo ndo ocorreu para o sabonete intimo utilizado como padréo (Dermacyd®). Em
todos os dias de analises, o pH desta formulagdo manteve-se na mesma propor¢do quando
submetida a diferentes temperaturas (Tabela 43). A baixa diferenca de valores estd melhor

representada na Figura 35.

- Dados experimentais Dermacyd® - pH
Condigdo Média + DP
(temperatura)
T1 T2 T3 T4 T5
Resfriamento (5°C) 4,59+0,03 455+0,05 451+0,02 453+0,06 452+0,01
Ambiente (25 °C) 452+0,03 450+0,01 451+£001 4,49+0,01 450+£0,05

Estufa (40 °C) 451+0,03 4,50+001 452+0,02 447+0,03 4,51+0,01

Tabela 43 — Valores de pH para a formulacdo padrdo de sabonete intimo (Dermacyd®), determinados nas
temperaturas de resfriamento (5 °C), ambiente (25 °C) e estufa (40 °C), para os 30 dias de testes.
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Figura 35 — Representacdo dos valores de pH para a formulacdo padrdo de sabonete intimo (Dermacyd®),
determinados nas temperaturas de resfriamento (5 °C), ambiente (25 °C) e estufa (40 °C).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010), a densidade é uma propriedade fisica
da relacdo entre a massa de uma substancia e o volume que ela ocupa. Para liquidos e
semissolidos, mudancgas na densidade podem sugerir a incorporacdo de ar ou a perda de
compostos volateis (LOPES et al., 2018). Durante os testes de estabilidade preliminar, em
temperaturas diferentes, a densidade da formulacdo F5 sofreu variagdes, conforme exposto na
Tabela 44. A faixa de variacdo da densidade relativa foi de 0,9727 a 0,9851.

Dados experimentais F5 - densidade relativa

(te?nopr:edrg;t?ra) Meédia + DP
T1 T2 T3 T4 T5
Resfriamento (5 °C) 0,9734*  0,9754*  09785*  0,9845* 0’%8812 j

Ambiente (25 °C)  0,9869* 0,9789* 0,9769* 0,9750* 0,9851*
Estufa (40 °C) 0,9736* 0,9747* 0,9751* 0,9737* 0,9727*
Tabela 44 — Valores de densidade relativa para a formulacéo de sabonete intimo F5, determinados nas temperaturas
de resfriamento (5 °C), ambiente (25 °C) e estufa (40 °C), para os 30 dias de testes.

*DP < 0,001.

As principais oscilagdes ocorreram nas temperaturas de 5 °C e 25 °C, determinando que
neste quesito para o sabonete liquido foram constatadas diferengas significativas na densidade,
fato comprovado pela analise estatisticamente (p = 0,0015). As variagGes de densidade

ocorridas no periodo de armazenamento podem ser melhor visualizas na Figura 36.
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Figura 36 — Representacéo do valores de densidade relativa para a formulacéo de sabonete intimo F5, determinados
nas temperaturas de resfriamento (5 °C), ambiente (25 °C) e estufa (40 °C), para os 30 dias de testes.

A densidade relativa para o sabonete liquido intimo de referéncia também oscilou em
todas as temperaturas estudas e ao longo dos dias de analises (Tabela 45). A variacdo na
densidade relativa deste produto foi de 0,9750 a 0,9805, também com com diferenca estatistica
(p = 0,0015). No entanto, com oscila¢cbes menores quando comparado a F5 (Figura 35), porém
estando em conformidade com os valores encontrados por Cronemberger; Paula; Meirelles
(2015), os quais avaliaram trés diferentes marcas comerciais de sabonete intimo e concluiram
que, da marca A para a marca C, a variacao, respectivamente, foi de 0,9640 + 0,369 para 1,009
+2,326.

Dados experimentais Dermacyd® - densidade relativa

Condicao Média + DP
(temperatura)
T1 T2 T3 T4 T5
Resfriamento (5 °C) 0,9773* 0,9767* 0,9761* 0,9752* 0,9779*
Ambiente (25 °C)  0,9788* 0,9753* 0,9759* 0,9769* 0,9750*

Estufa (40 °C) 0,9804 * 0,9759* 0,9762* 0,9805* 0,9787*
Tabela 45 — Valores de densidade relativa para a formulagcdo padrdo de sabonete intimo (Dermacyd®),
determinados nas temperaturas de resfriamento (5 °C), ambiente (25 °C) e estufa (40 °C), para os 30 dias de testes.
*DP < 0,001.

O comportamento reoldgico de formulacdes farmacéuticas para uso tépico tem sido
frequentemente estudado para observar sua estabilidade fisica, determinando a garantia da
qualidade, eficacia e aprovagdo pelos consumidores (CORREA et al., 2005). Reologia é uma
ferramenta importante na avaliagdo do comportamento do fluxo de formulagdes cosméticas

com aplicagdes clinicas apropriadas (MONTEIRO E SILVA et al., 2017). O comportamento
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reologico permite, ao longo do tempo, acompanhar modificagdes nos parametros fisico-
quimicos que promovam a instabilidade de um produto (AMORIM et al., 2015). Para produtos
cosméticos, como no caso do sabonete intimo, as caracteristicas reoldgicas definem etapas
importantes do desenvolvimento da formulagédo, tornando possivel prever o comportamento
ndo s6 durante o armazenamento, mas também durante a producdo, verificando a facilidade de
retirada dos equipamentos industriais, introducdo e remogéo dos frascos (embalagens), bem

como prever o comportamento de aplicacdo na pele (PETROVSKA et al., 2017).
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Figura 37 — Representacdo do valores de densidade relativa para a formulagdo padrdo de sabonete liquido
(Dermacyd®), determinados nas temperaturas de resfriamento (5 °C), ambiente (25 °C) e estufa (40 °C), para 0s
30 dias de testes.

Com os dados coletados nesta pesquisa durante os 30 dias de avaliagcdes (estabilidade
preliminar), foi possivel determinar o comportamento reoldgico de F5 através da rotacdo (taxa
de cisalhamento) e o torque (tensdo de cisalhamento). Esta determinacéo foi realizada 24 horas
apos a manipulacdo da formulagdo, em temperatura ambiente (25 °C + 2 °C) para verificar o
comportamento inicial, dando base as proximas analises.

De acordo com o reograma (Figura 38), a curva ascendente e a curva descendente ndo
se sobrepdem perfeitamente, caracterizando o sabonete liquido com um comportamento néo-
newtoniano. Com isso, entre as curvas é formada uma area de histerese, demonstrando que este
material é tempo-dependente, ou seja, que ele possui tixotropia ou reopexia, propriedades
desejadas para formulagdes topicas. Porém, esta &rea de histerese possui um valor, a qual
dependendo da dimensdo pode influenciar no produto e na sua instabilidade (MAHDI et al.,

2011). Para fluidos tixotropicos, quando a taxa de cisalhamento é retirada, a estrutura destes
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materiais tende a se reestruturar, apresentando no reograma uma curva descendente deslocada
em relagdo a curva ascendente (AULTON; TAYLOR, 2016). O mesmo comportamento ndo-
newtoniano foi identificado no sabonete intimo padrdo (Figura 39).
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Figura 38 — Comportamento reoldgico da formulagdo F5 de sabonete intimo a 25 °C.
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Figura 39 — Comportamento reoldgico do sabonete intimo de referéncia comercial (Dermacyd®).

Para investigar o fluxo da formulagcdo F5, as medicGes obtidas no redmetro foram
ajustadas por meio de trés modelos matematicos: lei da poténcia (conhecido também como
Modelo de Ostwald de Waale)”, Modelo de Herschel-Bulkley®, e Modelo de Regressdo de

Bingham®, conforme equagdes abaixo:
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c=k.Y" c=k.Y"+ o0 c=co+Mp.Y

Onde:

o = Tenséo de cisalhamento (Pa);
Y = Taxa de cisalhamento (s);

k = Indice de consisténcia (Pa.s");
n = Indice de comportamento;

oo = Tens&o residual (Pa); e

Mp = Viscosidade plastica (Pa.s).

O ajuste para os modelos reoldgicos acima foram determinados por intermédio da
identificacdo dos parametros e da anélise da variancia (ANOVA). Esses modelos sdo utilizados
para materiais fluidos que iniciam o escoamento quando a tensdo de cisalhamento aplicada

supera a tensdo inicial que é Unica para cada produto.

Observa-se na Tabela 46 que o indice de fluxo foi menor que 1 (n < 1), indicando um
comportado ndo-newtoniano pseudoplastico ou shear thinning. Este comportamento € um
atributo reoldgico desejavel para formulagdes cosméticas, o qual facilita a aplicacdo do produto,
além de oferecer um sensorial mais agradavel na pele (GIANETI et al., 2012). Da mesma
forma, fluxo pseudoplastico melhora a aplicabilidade do cosmético, mesmo necessitando de
taxa e tensdo de cisalhamento, e garante o estado estacionario enquanto permanecer na
embalagem (RADCHENKOVA et al., 2015).

Modelo Parametros Valores
Lei da Poténcia K (Pas") 176,86
n 0,09
K (Pa.s") 177,84
Modelo de Herschel-
n 0,09
Bulkley
oo (Pa) -1,04
Modelo de Regresséo de oo (Pa) 188,87
B|ngham |J-|0 (Pa.S) 1,08

Tabela 46 — Apresentacdo dos parametros para 0s modelos reoldgicos, Lei da Poténcia, Herschel-Bulkley e
Regressdo de Bingham na formulacédo Fb5.
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Para cada modelo foi estabelecido um coeficiente de variacdo (R?) e avaliado o F
calculado. O melhor ajuste é o que apresentou maior R? e maior diferente de Fcac em
comparagao ao Fub. Conforme Tabela 47, 0 modelo Lei da Poténcia foi o mais adequado para
identificar o comportamento reoldgico do sabonete intimo F5. A variacdo deste modelo foi de
96,95%, porém o0 Fcac foi 289 vezes maior em relagdo ao tabelado e o p-valor foi < 0,05,

demonstrando elevada significancia estatistica.

Fontede Somados Grausde Quadrado

Modelo variagdo quadrados liberdade  médio Fealc p-valor
Regressdo 1252051 2 626025,5
Modelo Lei —Residuos 10960 18 608,9
da Poténcia mg: 1263011 20 1028,11 <0,05
(Corr.) 80577 19

Tabela 47 — Andlise de variancia para o Modelo Lei da Poténcia, conforme equacdo A, para Fb5.
R? = 96,95%; Frabz;18,0,0 = 3,55.

Com o mesmo coeficiente de variacdo (R?) de 96,95%, p < 0,05 (Tabela 48), com Feaic
202 vezes maior do que Frn, representando significancia estatistica o0 Modelo de Herschel-
Bulkley também pode explicar o comportamento reoldgico, porém devido a menor diferenca
entre Fcaic/Fab em relacdo ao Modelo Lei da Poténcia, ndo foi considerado o mais apropriado.
Além disso, neste modelo, a tensdo inicial de cisalhamento (co) foi negativa, -1,04,
demonstrando que ndo houve necessidade de tensdo inicial para o material fluir, comprovando

que F5 apresenta comportamento ndo-newtoniano pseudoplastico.

Fontede Somados Grausde Quadrado

Modelo variacdo quadrados liberdade  médio Fealc p-valor
Regressdo 1252052 3 417350,7
Modelo de  Residuos 10959 17 644,7
Herschel- Total 1263011 20 647,39 <0,05
Bulkley Total
(Corr.) 80577 19

Tabela 48 — Andlise de variancia para 0 Modelo de Herschel-Bulkley, conforme equagéo B, para Fb5.
R? = 96,95%; Frab3;17:0,05 = 3,20.

Como anteriormente identificado que a formulagdo F5 possui pseudoplasticidade, o
Modelo de Regressédo de Bingham seria inadequado para esta analise, uma vez que ele identifica
e caracteriza o comportamento plastico. A mesma informagdo foi confirmada pelo baixo R?
(26,92%), conforme descrito na Tabela 49. Na definicdo dos parametros da equagdo de

Bingham acima, nota-se que a tensdo inicial (co) € maior que a tensdo de cisalhamento (o)
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requerida para que o material escoe, sinalizando que F5 ndo possui comportamento pléstico.
Do mesmo modo, ap6s 0 escoamento, a relacdo entre a tensdo de cisalhamento (c) e a taxa de
cisalhnamento (Y)), ndo foi linear (SILVA; SILVA JUNIOR; PINTO JUNIOR, 2019).

Fontede Somados Grausde Quadrado

Modelo variacdo quadrados liberdade  médio Feate p-valor
Regressao 1204133 2 602066,3
Modelo de Residuos 58879 18 3271
Bingham Total 1263011 20 184.05 <0,05
9 Total
(Corr) 80577 19

Tabela 49 — Andlise de varidncia para o Modelo de Bingham, conforme equacéo C, para F5.
R? = 51,89%; Franz18005 = 3,55.

A partir da identificacdo do comportamento reoldgico de F5, fica mais fécil verificar as
provaveis modificacbes e instabilidades da formulagdo quando armazenada em diferentes
temperaturas, durante 30 dias de avaliacdo. Para este fim, foram analisadas as mudancas na
viscosidade (Pa.s) em relacio a taxa de cisalhamento (s), nos tempos T1 (48 h apds a obtencéo)

e T3 (7 dias ap0s a obtencdo e onde iniciaram a mudancas da formulacéo).

Analisando a Figura 40, é possivel comprovar que as mudancas nas caracteristicas da
formulacdo ocorreram no periodo T3, pois a viscosidade diminuiu consideravelmente. A
formulacdo F5, é composta por detergentes de diferentes origens (lauril éter sulfato de sédio,
cocoamido propil betaina e dietanolamina de acido graxo de coco), mas ndo possui agente
espessante como o cloreto de sodio, dessa forma a viscosidade sempre serd menor
(PETROVSKA et al., 2017). Além disso, sabe-se que a viscosidade é altamente influenciada
por severas mudancas de temperatura (OLIVEIRA; BARROS; ROSSI, 2009), dessa forma, a
falta do agente espessante pode ser uma das explicagdes para mudanca de viscosidade da

formulacdo com 7 dias de armazenamento, independente da temperatura.
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Figura 40 — Comportamento reoldgico na relagdo entre a viscosidade (Pa.s) e a taxa de cisalnamento (s) da
formulacdo F5 de sabonete intimo.

As medidas da area de histerese, tixotropia, foram calculadas nos periodos T1, T3 e T5,
sendo apresentados na Tabela 50. Inicialmente, em temperatura de 25 °C, F5 apresentou
tixotropia negativa, onde 0 mesmo fendmeno ocorreu no periodo T3 a 40 °C. Valor negativo
de tixotropia é denominado de comportamento anti-tixotropico, mas ndo indica instabilidade
(GIANETI et al., 2012). Durante o teste, o cisalhnamento do material em estudo pode induzir
para uma inversdo ou troca da fase externa da emulséo, ocasionando valores de tixotropia
negativos (SUNER-CARBO et al., 2019). A tixotropia demonstra que a formulagdo deforma
sob certo grau de cisalhamento, mas quando diminui a rotacdo, ela recupera sua conformacao
inicial. Neste produto, a instabilidade foi apontada, pois ocorreram diferencas de tixotropia nas
diferentes temperaturas durante periodo de avaliacdo. Nota-se que os valores, no 30° dia de
armazenamento, foram menores quando em comparacdo ao primeiro dia, fato este ocasionado

pela diminuigéo da viscosidade.

Tixotropia (Pa/s)

Periodos
5°C 25 °C 40 °C
T1 442 -775,5 1548,53
T3 108,24 634,24 -151,8
T5 27,22 157 14,16

Tabela 50 — Valores das areas entre as curvas de tensdo e taxa de cisalhamento (tixotropia), para F5, durantes os
periodos T1, T3 e T5, obtidos em diferentes temperaturas.

Por fim, o indice de consisténcia da F5 foi analisado para todos os periodos estudados

nas diferentes temperaturas de armazenamento (Figura 41). Verificam-se as modificacOes da
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consisténcia, indicando que a estrutura da formulacdo ndo permaneceu intacta. Observa-se que
da mesma maneira que a viscosidade diminuiu ao longo dos dias de andlise, o indice de

consisténcia também decresceu significativamente.
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Figura 41 — Relacdo entre o indice de consisténcia (Pa.s") e os dias de analise para a formulacdo F5 de sabonete
intimo.

5.6.1.2 Avaliacdo da estabilidade nos ciclos de congelamento-descongelamento

Nesta etapa de analises da estabilidade, a formulacdo F5 foi submetida a condicGes extremas
de temperatura, 24 horas sob -5 °C + 2 °C (congelamento) e 24 horas sob 40 °C + 2 °C (estufa),
as quais representam condicBes de estresse (congelamento-descongelamento). Neste estudo
foram realizados 4 ciclos. No ciclo 1, a formulacdo F5 j& revelou modificagdes, tanto na
consisténcia (liquefagdo) como na cor, tornando-se mais escura. A Figura 42 representa a
formulacdo de sabonete liquido F5, 24 horas apds a obtencdo (A) e a mesma, apds o
descongelamento durante o ciclo 1 (B). Ao contrario, para o sabonete intimo Dermacyd®,
submetido as mesmas condi¢es de estresse, ndo houve nenhuma alteracdo visualmente

detectavel (Figura 43).



149

Figura 42 — Representacdo das modificagdes ocorridas no ciclo 1 de congelamento/descongelamento da
formulacdo F5. A — Aspecto de F5 24 horas ap6s a manipulacdo; B — Aspecto de F5 com alterag6es da cor durante
o ciclo 1.

Figura 43 — Representacdo das caracteristicas do sabonete intimo Dermacyd®, o qual permaneceu inalterado
visualmente durantes os 4 ciclos de congelamento/descongelamento.

Do mesmo modo, foram realizadas as determinagdes do pH, da densidade relativa e do
comportamento reoldgico. Os dados experimentais sdo apresentados na Tabela 51, onde é
visualizado que os valores de pH sofreram alteracdes, demonstrando significancia estatistica
entre eles, p < 0,05, 0 que ja era esperado devido as transformac@es do produto, destacando o
fato de que, a formulagéo F5 sofreu alteragdes fisico-quimicas. Na densidade relativa ndo houve

variagdes importantes, pois foi encontrado um p = 0,08.
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Analises Ciclos - congelamento/descongelamento
Média + DP 1 2 3 4
pH 4,49 £ 0,03 4,40 £ 0,01 4,43 £0,02 4,50 £ 0,02
Densidade 0,9775* 0,9769* 0,9767* 0,9770%
relativa

Tabela 51 — Valores de pH e densidade relativa para a formulacdo de sabonete intimo F5, determinados nos 4
ciclos de congelamento e descongelamento, a cada 24 horas.
*DP < 0,001.

O comportamento reologico, avaliado com a formulacgdo F5 em repouso por 30 minutos
sob temperatura de 25 °C £ 2 °C foi severamente modificado nos ciclos de congelamento e
descongelamento (Figura 44). A caracteristica de escoamento de F5 nos ciclos 1 e 2 apresentou
sobreposicdo da curva ascendente com a curva descendente, sem areas de histerese. Mas até o
ciclo 3, a formulacdo continuou com um comportamento ndo-newtoniano pseudoplastico, pois

permaneceu uma relacdo néo-linear entre a taxa de cisalhamento e a tenséo de cisalhamento.

No ciclo 4, ndo houve necessidade de torque, ou seja, a tensdo de cisalhamento foi nula
para todos os pontos aferidos, ressaltando que esta formulacdo ndo precisou de forca extrema
para que 0 escoamento ocorresse, ou a forca foi tdo precaria que o redmetro ndo conseguiu
detectar. Deste modo, houve proporcionalidade linear entre a tenséo e a taxa de cisalhamento,
particularidade de fluidos newtonianos, ou seja, no ciclo 4, F5 passou a comportar-se como

fluido newtoniano com aspecto completamente liquido.

Por intermédio da Tabela 52, os parametros do modelo reoldgico Lei da Poténcia foram
expressos. Constata-se que o modelo foi o ideal para descrever o fluxo de escoamento de F5,
pois apresentou R? de 99,59% a 99,70%, até o ciclo 3. Neste pendltimo periodo, o indice de
consisténcia (K) aumentou, e o indice de fluxo (n) também sofreu variagdes, mas sem
transformacbes na classificagdo reoldgica, continuando com um comportamento
pseudoplastico. Em contrapartida, no ciclo 4, para a formulacéo F5, o modelo Lei da Poténcia
ndo foi determinante, devido ao valor zero para a tensdo de cisalhamento. Isso comprovou
novamente que, ao final dos ciclos de congelamento e descongelamento, o sabonete intimo néo

foi estavel pelos demais periodos, principalmente no ciclo 4.
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Figura 44 — Comportamento reoldgico da formulagdo F5 de sabonete intimo a 25 °C, durante os ciclos de
congelamento e descongelamento.

Lei da Poténcia Valores
A Ciclos congelamento/descongelamento
Parametros
1 2 3 4
K (Pa.s") 0,237 0,237 0,929 IND
n 0,859 0,859 0,754 IND
R? (%) 99,59 99,59 99,70 -

Tabela 52 — Resultados dos pardmetros do modelo Lei da Poténcia para a formulagdo F5, nos 4 ciclos de
congelamento e descongelamento.
*IND — Indeterminado.

5.6.2 Selecdo das formulacGes de cremes para uso vaginal

De acordo com a Farmacopeia Brasileira 62 ed., cremes sdo produtos compostos por um
ou mais principios ativos dissolvidos ou dispersos em uma base de excipientes apropriada,
caracterizada como forma farmacéutica semissolida, emulsdo, constituida por uma fase

lipofilica e outra fase hidrofilica, para utilizacdo externa na pele ou em mucosas.

Sistemas emulsionados sdo elaborados com dois fluidos imisciveis, com um dos
liquidos dispersos em pequenas goticulas esféricas e, ddo origem as emulsdes, que possuem
diversificadas utilidades, principalmente em preparacdes cosmeticas e farmacéuticas, pois
auxilia na solubilidade de ativos hidrofilicos e lipofilicos (KOWALSKA et al., 2017). Para
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estabilizacdo destes sistemas emulsionados, varios tipos de emulgentes podem ser utilizados,
que agem na forma das goticulas da fase interna. Também conhecidos como tensoativos, suas
moléculas possuem uma porcao hidrofilica e outra hidrofoba (LACHMAN; LIEBERMAN;
KANIG, 2001).

Sistemas semissélidos como o0s cremes, pomadas e géis, possuem a capacidade de serem
administrados por via vaginal e de espalharem pela superficie da mucosa. Sdo facilmente
removidas no momento da higiene intima, mas a eficacia do tratamento € limitada ao tempo de
permanéncia do produto no trato geniturinario (CHEN et al., 2012). FormulacGes vaginais
convencionais podem representar algumas desvantagens para as pacientes, como baixa retengéo
no epitélio vaginal, e inconveniéncias, como vazamentos (GUPTA et al., 2013). Porém, a
presenca de uma grande rede de vasos sanguineos e ampla superficie, torna a vagina uma 6tima
via para administracdo de farmacos para efeitos locais ou sisttmicos (SHANKAR et al., 2010).
Nesse sentido, uma das grandes vantagens de um creme vaginal em relagdo a um sabonete
intimo, é justamente a capacidade de espalhabilidade e maior aderéncia do produto ao local a

ser tratado.

A fim de verificar a viabilidade de obtencdo de cremes contendo os ativos vegetais,
foram preparadas 3 formulagfes com base anibnica (F10, F11 e F12), com diferentes
concentragOes, 1%, 2% e 3%, do extrato seco de E. uchi e 6leo de B. excelsa. Para isso,
primeiramente, foram determinados os valores de pH, utilizando como referéncia um creme
comercial de nistatina genérico (laboratério TEUTO), realizada a caracterizacao organoléptica
e o teste de centrifugacdo, cujos resultados estdo descritos na Tabela 53. Todas as analises foram
realizadas 24 horas apds a elaboracdo das formulacdes, sendo esses resultados identificados
com periodo TO.

Todas as formulagdes apresentaram pH < 7,0, e proximo ao pH do creme referéncia
nistatina. Mas os valores encontrados estdo acima do pH vaginal, que é <4,5. Em contrapartida,
uma pesquisa realizada por Shankar et al. (2010), afirma que o gel vaginal formulado por eles,
com pH na faixa de 6,8 a 7,5, esta em conformidade para ndo ocasionar irritacdo local apos a
aplicacdo. No entanto, visando a preservacdo da microbiota natural vaginal, houve a tentativa
de diminuir o pH das formulages adicionando acido latico, porém isto ndo demonstrou
viabilidade, pois ocorreu a “quebra” dos cremes, ou seja, a incorporagao dessa substancia acida

provocou a separacdo de fases.
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Formulacdes — Creme

Analises £10 F11 £12 Nistatina
creme

,f_

Cor marrom claro, Cor marrom

Cor marrom Cor amarelo

Caracteristicas

- aspecto escuro, aspecto
organolépticas homogéneo homogéneo escuro claro
pH
(média  DP) 6,97 £ 0,12 6,11 £ 0,07 6,89 £ 0,06 6,33 £ 0,06
Presenca de
Centrifugacéo Homogéneo Homogéneo precipitado Homogéneo
marrom

Tabela 53 — Analise organoléptica, determinacdo do pH e centrifugacdo das formulagdes de creme F11, no tempo
TO.

Dessa forma, analisando os resultados (Tabela 53) é possivel verificar que a formulagédo
F12, contendo 3% de ES de E. uchi e 3 % de 6leo de B. excelsa, ao final da centrifugacao,
apresentou precipitado marrom. Isso pode ter acontecido devido a grande quantidade de s6lidos
na formulacdo, determinando que para esta propor¢do de extrato seco, o veiculo (base) ndo foi
compativel. Particulas ou goticulas suspensas, devido a influéncia da gravidade, tendem a
sobrenadar (creaming) ou sedimentar, dependendo das diferencas de densidade entre a fase
dispersa e dispersante das emulsdes (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001),
configurando uma instabilidade. F10 e F11, com menores concentracdes de ES e 06leo, ndo
apresentaram separacao de fases ou precipitados, mostrando-se adequadas nessa primeira fase
experimental. No entanto, considerando o menor valor de pH, F11 foi selecionada, como

formulacdo mais favoravel, e assim realizadas as proximas analises de estabilidade.

Antes disso, foi determinada a espalhabilidade do creme F11, uma propriedade
importante utilizada na avaliacdo de formas semissolidas, ou seja, teste que indica a facilidade
de aplicacéo sob a pele. A capacidade de espalhabilidade possui um papel vital na administracdo
de cremes topicos, até mesmo na facilidade de extruséo do aplicador, direcionando para melhor
eficécia terapéutica (HAFEEZ; KAZMI, 2017). Espalhabilidade ¢ o resultado de caracteristicas
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estruturais que indicam a rigidez, a forca, o comportamento elastico e viscoso (MALDOVAN
et al., 2017). F11 apresentou espalhabilidade média de 398 mm? + 0,21 mm?, um valor bom,
sugerindo consisténcia adequada da formulacdo. Para o creme vaginal nistatina, a
espalhabilidade encontrada foi de 494 mm? + 0,85 mm?. Qushawy et al. (2018), encontraram
para um creme comercial Daktarin® 2%, um valor de espalhabilidade de 720 mm?, indicando

que esta formulagdo pode ser aplicada facilmente na superficie da pele com pouca forca.

5.6.2.1 Avaliacéo da estabilidade preliminar do creme vaginal

As formulacgdes, de creme F11 e creme Nistatina padrdo, foram armazenadas em 3
temperaturas diferentes: resfriamento (5 °C £ 2 °C), ambiente (25 °C + 2 °C), e estufa (40 °C
+ 2 °C), por 30 dias. As analises das caracteristicas macroscopicas, do pH, densidade e
comportamento reoldgico foram efetuadas 48 horas apds a preparacdo da pré formulacdo (T1),
4,7,15e 30 dias (T2, T3, T4, e T5, respectivamente).

Em relacdo aos aspectos organolépticos, para F11 e creme Nistatina, ndo foram

observadas modificagcfes macroscopicas ao longo dos 30 dias de avaliacdo (Tabela 54).

Condicdo Dias
(temperatura) TO TL T2 T3 T4 TS
Resfriamento (5 °C) N N N N N N
Ambiente (25 °C) N N N N N N

Estufa (40 °C) N N N N N N

Tabela 54 — Caracteristicas organolépticas, da formulagdo F11, avaliadas nas condiges de resfriamento (5 °C),
temperatura ambiente (25 °C) e estufa (40 °C) como, normal, sem alteracéo (N).

Na determinacdo do pH do creme F11 (Tabela 55), os valores continuaram na faixa
adequada, < 7,0, considerando que valores acima podem causar irritacdes vulvovaginais apos a

aplicacdo. Os valores de pH permaneceram entre 6,76 a 5,85.

Por intermédio da analise estatistica (ANOVA) verificou-se que ndo houve diferenca
significativa, p > 0,05, nos valores de pH nas diferentes temperaturas e periodos. De acordo
com a Figura 43, o pH da formulagdo F11 diminui durante o armazenamento. Segundo An et
al. (2019), o pH ideal para formulagdes dermatolédgicas, como cremes e logcGes, deve ficar entre
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5,50 a 6,50.
. Dados experimentais F11 - pH
Condicao P o P
(temperatura) Media + DP
T1 T2 T3 T4 T5
Resfriamento (5 °C) 6,45 + 0,02 667g4i 6,59+0,05 6,60+0,05 6,41+0,03
: o 6,69 +
Ambiente (25 °C) 6,50+ 0,04 0.03 6,50+ 0,01 6,33+0,04 6,21+0,03
Estufa (40 °C) 6,34 +£0,04 6(’)4(?; 6,18 £0,03 6,17+0,01 5,85+0,06

Tabela 55 — Valores de pH para a formulagéo de creme F11, determinados nas temperaturas de resfriamento (5
°C), ambiente (25 °C) e estufa (40 °C), para os 30 dias de testes.

1 2 3 4 5

Periodos

Figura 45 — Representacgdo do valores de pH para a formulagdo de creme F11, determinados nas temperaturas de
resfriamento (5 °C), ambiente (25 °C) e estufa (40 °C), para os 30 dias de testes.

Para o creme nistatina (Tabela 56), os valores de pH desde o periodo T1 até T5 variou
entre 6,94 a 5,83. Porém ndo houve diferenca estatistica (p > 0,05) nestes dias e sob as trés

diferentes temperaturas.

Ao contrério da formulacdo F11, o pH da nistatina creme aumentou até o dltimo dia

(T5), mas permaneceu na faixa de valores < 7,0, conforme demonstrado na Figura 46.
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Dados experimentais nistatina - pH
Média + DP
T1 T2 T3 T4 T5
Resfriamento (5°C) 6,33+0,03 6,65+0,03 6,64+0,05 693+0,06 6,78 +0,07
Ambiente (25°C)  5,83+0,04 6,55+0,03 6,94 +0,07 6,79+0,07 6,63+0,05

Estufa (40 °C) 591+0,02 6,78+0,08 6,69+0,05 6,63+0,07 6,46+0,18
Tabela 56 — Valores de pH para o creme comercial nistatina, determinados nas temperaturas de resfriamento (5
°C), ambiente (25 °C) e estufa (40 °C), para os 30 dias de testes.

Condicao
(temperatura)

L65

5,7 T T T T 1
1 2 3 4 5
Periodos

Figura 46 — Representacéo do valores de pH para o creme comercial nistatina, determinados nas temperaturas de
resfriamento (5 °C), ambiente (25 °C) e estufa (40 °C), para os 30 dias de testes.

Além do pH, a densidade relativa foi determinada como contribuicdo para avaliacdo da
estabilidade da formulacdo F11. A densidade encontrada para este ensaio variou de 1,3952 a

1,0635, de acordo com os diferentes ambientes e tempo de armazenamento (Tabela 57).

Dados experimentais creme - densidade relativa

Condigao Média + DP
(temperatura)
T1 T2 T3 T4 T5
Resfriamento (5°C)  1,3952%  1,1155%  1,0011*  1,0634*  1,0083*
Ambiente (25°C)  1,1463*  1,0637%  1,0635%  1,1570 1’%785’ *
Estufa (40°C)  1,1143*  10738%  1,1048%  1,1488* 1’%?8? *

Tabela 57 — Valores de densidade relativa para a formulagdo de creme F11, determinados nas temperaturas de
resfriamento (5 °C), ambiente (25 °C) e estufa (40 °C), para os 30 dias de testes.
*DP < 0,001.
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Os valores de densidade relativa mantiveram-se sem grandes variagdes ao longo dos
dias avaliacdo (Figura 47). O p-valor encontrado na analise estatistica foi de 0,60, confirmando
a ndo significancia estatistica e ressaltando que o creme F11 permaneceu adequado em relacéo

a densidade, mesmo com as mudancas de temperatura.
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Figura 47 — Representacéo do valores de densidade relativa para a formulacdo de creme F11, determinados nas
temperaturas de resfriamento (5 °C), ambiente (25 °C) e estufa (40 °C), para os 30 dias de testes.

Para a formulacdo comercial de nistatina, a densidade variou entre 1,1921 a 1,0623
(Tabela 58), valores menores quando comparada a densidade relativa de F11. Mas ao final das
andlises, principalmente em T3 (Figura 48), ocorreu um aumento dos valores. Tal fato é
sugestivo de migracdo das goticulas da fase interna para a fase externa da emulsdo, ocorrendo
um fendmeno de instabilidade conhecido como cremagem (creaming) (AMORIM et al., 2015).
Ao mesmo tempo, em condicBes de estresse aonde 0 armazenamento ocorre em temperaturas
altas e baixas, pode ocorrer a perda de 4gua da formulacdo, fendmeno conhecido como sinerese,
influenciando em diversos indices fisico-quimicos tais como a densidade (ISAAC et al., 2008).

L Dados experimentais nistatina - densidade relativa
Condicao

Média + DP
(temperatura)
T1 T2 T3 T4 T5
Resfriamento (5°C) ~ 1,0855*  1,0687*  1,0791*  1,1267* 1'%833 )
Ambiente (25 °C) 1,0668*  1,0773*  1,0623*  1,1921* 1'%)0821 )

Estufa (40 °C) 1,0793*  1,0869*  1,1111*  1,1398*  1,1179*
Tabela 58 — Valores de densidade relativa para a formulacdo comercial de nistatina, determinados nas temperaturas
de resfriamento (5 °C), ambiente (25 °C) e estufa (40 °C), para os 30 dias de testes.
*DP < 0,001.
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Mesmo com este aumento de densidade relativa, o creme de nistatina mostrou-se
estavel, uma vez que ndo houve grandes discrepancias entre os valores, sendo que, ao analisar
a significancia estatistica, constatou-se p = 0,42, determinando que as diferentes temperaturas

e 0 tempo de armazenamento ndo influenciaram na formulacao no quesito densidade relativa.
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Figura 48 — Representacdo do valores de densidade relativa para o creme comercial de nistatina, determinados nas
temperaturas de resfriamento (5 °C), ambiente (25 °C) e estufa (40 °C), para os 30 dias de testes.

Para analise do comportamento reolégico, no reograma obtido 24 horas (TO) apos a
preparacdo da formulacdo de F11 (Figura 49), observa-se que 0 mesmo apresentou
comportamento ndo-newtoniano, onde a relagéo entre a taxa de cisalhamento e a tenséo de

cisalhamento foi ndo-linear, com uma extensa area de histerese.

A caracterizacdo reoldgica de formulagbes semissolidas, permite identificar e prever a
capacidade destas em permanecer sobre a superficie da pele e mucosas (SCHMIDBERGER et
al., 2019). Normalmente, cremes ou outras formulagdes semissolidas, possuem alta viscosidade
em baixas taxas de cisalhamento, expressando que 0s produtos topicos ou dermatoldgicos sdo
de natureza ndo-newtoniana (HAFEEZ; KAZMI, 2017).
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Figura 49 — Comportamento reoldgico da formulagdo F11 de creme a 25 °C.

O creme comercial de nistatina (padrdo), também demonstrou comportamento nao-

newtoniano, mas com &rea de histerese visualmente menor que F11 (Figura 50).
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Figura 50 — Comportamento reolégico do creme de nistatina a 25 °C.

Com o intuito de identificar se 0 comportamento ndo-newtoniano do creme F11 é,
plastico, pseudoplastico ou dilatante, foram determinados os parametros para trés modelos
reoldgicos: lei da poténcia (conhecido também como Modelo de Ostwald de Waale), Modelo
de Herschel-Bulkley, e Modelo de Regressdo de Bingham, conforme descrito na Tabela 59.
Além disso, para o ajuste do modelo a ANOVA foi executada, e por intermédio do R? e F-valor,

estabelecido o melhor modelo que descreve o comportamento da formulagédo F11.
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Modelo Parametros Valores
Lei da Poténcia K (Pas) 298,68
n 0,02
K (Pa.s") 298,77
Modelo de Herschel-
n 0,02
Bulkley
oo (Pa) -0,08
Modelo de Regressdo de oo (Pa) 269,19
Bingham Wy (Pa.s) 0.76

Tabela 59 — Apresentacdo dos parametros para os modelos reoldgicos, Lei da Poténcia, Herschel-Bulkley e
Regresséo de Bingham na formulagdo F11.

Na analise da variancia para o modelo Lei da Poténcia (Tabela 60), os parametros foram
estatisticamente significativos, onde p < 0,05 e Fcac foi 167 vezes maior que o Fiab. O coeficiente
de variagdo (R?) foi de 87,66%. De acordo com o indice de fluxo (n) no valor de 0,06, <1, 0

fluxo para este modelo foi pseudoplastico.

Fontede Somados Grausde Quadrado

Modelo variacdo quadrados liberdade médio Fealc p-valor
Regressdo 1988100 2 994050
Modelo Lei Residuos 30120 18 1673,4
da Poténcia ig::: 2018220 20 594,04 <0,05

Tabela 60 — Andlise de variancia para o Modelo Lei da Poténcia para F11.
R? = 87,66%; Fravz;18,0,05 = 3,55.

O modelo de Herschel-Bulkley (Tabela 61) também demonstrou que o indice de fluxo
foi <1 (n=0,01), comprovando que F11 tem comportamento ndo-newtoniano pseudoplastico.
Este comportamento é muito favoravel, indicando que a formulagdo F11, deve ser aplicacdo
facil, principalmente quando a administragdo acontecer por via vaginal, ou seja, o fluxo
pseudopléstico € ideal para que o produto possa fluir prontamente através de aplicadores
vaginais (ALVES, 2014). O comportamento pseudoplastico permite que o creme apos ser
aplicado, promova a formacéo de um filme homogéneo na pele ou mucosa (SCHIAVON et al.,
2019). O coeficiente de variacdo foi de 87,66%. Da mesma forma, o modelo de Herschel-
Bulkley foi estatisticamente significativo, e 0 Fcac foi 117 vezes maior que 0 Frp. A principal
propriedade de materiais pseudoplasticos de Herschel-Bulkley ¢é a necessidade de uma tensao
de escoamento, 0 que representa uma tensédo finita para fluir (STEFFE, 1996). A tenséo de

escoamento inicial € observada em muitas emulsGes, onde a tensdo limite € obrigatoria para
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quebrar as interacGes de van der Waals entre as particulas dispersas, indicando que elas agem
como um solido elastico (VIANNA-FILHO; PETKOWICZ; SILVEIRA, 2013).

Fontede Somados Grausde Quadrado

Modelo variacdo quadrados liberdade  médio Fealc p-valor
Regressdo 1988100 3 662700
Modelo Residuos 30120 17 1771,8
Herschel- Total 2018220 20 374,02 <0,05
Bullkley -~ Total 130005 19
(Corr.)

Tabela 61 — Analise de variancia para o Modelo de Herschel-Bulkley para F11.
R? = 87,66%); Frabs:17:005 = 3,20.

O modelo de Bingham (Tabela 62) embora tenha apresentado p < 0,05 e Feaic>Ftan, 0 R?
foi muito baixo, 28,62%, ou seja, 0 comportamento reoldgico de F11 ndo pode ser ajustado por

esta equacdo matematica.

Fontede Somados Grausde Quadrado

Modelo variacdo quadrados liberdade = médio Fealc p-valor
Regressdo 1898787 2 949393,3
Modelo de Residuos 119434 18 6635,2
Binaham Total 2018220 20 143,08 <0,05
gha Total
(Corr) 130095 19

Tabela 62 — Anélise de variancia para o0 Modelo de Bingham para F11.
R? = 28,62%); Frab2:18:005 = 3,55.

Apds a caracterizacdo do comportamento reoldgico de F11, a estabilidade da mesma foi
avaliada. Macroscopicamente, nao foi possivel detectar modificacfes aparentes no creme F11
nem no creme nistatina (padrdo). Ja em relacéo a viscosidade, visualiza-se na Figura 51 que
esta propriedade diminuiu apds 30 dias (T5) de armazenamento, mas sem variagdo significativa,
pois foi encontrado p = 0,98. A viscosidade de um creme pode ser alterada devido a sua
composicdo e proporcdo entre fase aquosa e fase oleosa, e quantidade de lipidios; pela
concentragdo de doadores de viscosidade e emulsionantes. Porém esta modificagdo da
viscosidade néo foi suficiente para permitir a separacao de fases durante a centrifugacgéo e dias
de armazenamento, propondo que a quantidade de tensoativos em ambas as formulagdes foi
eficaz para a manutencéo da estabilidade (SOUZA; FERREIRA, 2010). A viscosidade sempre
sera um item de avaliacdo importante na producdo de cosméticos e medicamentos, pois este
parametro afeta diretamente na espalhabilidade, a extrusibilidade e a liberagdo da substancia
ativa da base (SHANKAR et al., 2010).
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Além do comportamento pseudoplastico, F11 apresentou elevada tixotropia devido a
sua area de histerese (Tabela 63). No entanto, observa-se que 0s valores de tixotropia
diminuiram nas temperaturas de 5 °C e 40 °C, do periodo T1 (48 h) e T5 (30 dias) e aumentaram
na temperatura de 25 °C durante 0 mesmo periodo. Um produto com tixotropia pode demonstrar
maior vida de prateleira (shelf-life), pois esta caracteristica dificulta a separagdo de fases do
creme. Por outro lado, valores altos de tixotropia ndo séo interessantes, pois geram um produto

que pode escorrer durante a aplicaco, por causa da lenta recuperacdo (CORREA et al., 2005).

800 - ——T1-5°C
700 4 --k--T1-25°C
-&-T1-40°C
600 1 —e—T5-5°C
500 A -=k--T5-25°C
- B -T5-40°C

Viscosidade (Pa.s)
I
8

—_— o e — - ==

0 20 40 60 80 100 120
Taxa de cisalhamento (s1)

Figura 51 — Comportamento reoldgico na relagdo entre a viscosidade (Pa.s) e a taxa de cisalhamento (s) da

formulacéo F11 de creme.

Tixotropia (Pa/s)

Periodos
5°C 25°C 40 °C
T1 3822,16 3270,16 5595,19
T5 3502,87 4467,34 3155,21

Tabela 63 — Valores das areas entre as curvas de tensdo e taxa de cisalhamento (tixotropia), para F11, durantes 0s
periodos T1 e T5, obtidos em diferentes temperaturas.

Na avaliacdo do indice de consisténcia (k) verificou-se que os valores diminuiram desde
o periodo T1 até o T3 (Figura 52). No entanto, por meio da analise ANOVA, o valor de p =
0,31 comprovou diferenga ndo significativa, ratificando a ndo alteracédo da viscosidade. Sendo
assim, pode-se afirmar que formulacdo de creme F11 manteve-se estavel durante os 30 dias de

experimento.



163

<
[&]
C
3
(7))
'Z’ -
(V5]
S
o O
-c N
[¢B)
Q
©
=
200 T T T 1
1 2 3 4 5
Periodos

Figura 52 — Relagdo entre o indice de consisténcia (Pa.s") e os dias de andlise para a formulagdo F11 de creme.

5.6.2.2 Avaliacéo da estabilidade nos ciclos de congelamento-descongelamento

Nesta fase, a formulacao foi submetida a condi¢des extremas de temperatura, 24 horas
sob -5 °C £ 2 °C (congelamento) e 24 horas sob 40 °C + 2 °C (estufa), as quais representam
condicBes extremas de estresse, por meio de 4 ciclos. Desde o primeiro ciclo (ciclo 1) até o
ciclo 4, F11 ndo indicou modificacbes no seu aspecto e na cor. Conforme Figura 53, a
formulagdo permaneceu com caracteristicas semelhantes aquelas observadas 24 horas apds a

preparacdo da mesma, sem precipitados e grumos.

Figura 53 — Representagdo das caracteristicas macroscépicas da formulacdo de creme F11 nos ciclos de
congelamento/descongelamento. A — Aspecto de F11 24 horas apés a obtencdo; B — Aspecto de F11 apéds o ciclo
4.
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Em contrapartida, o creme para uso vaginal de nistatina utilizado como referéncia,
apresentou mudancas na cor, tornando-se um amarelo claro opaco e com aspecto mais

consistente, e com formacdo de grumos, de acordo com a Figura 54.

A B

Figura 54 — Representacdo das caracteristicas macroscopicas do creme comercial de nos ciclos de
congelamento/descongelamento. A — Aspecto incial, antes dos ciclos; B — Aspecto do creme de nistatina apds o
ciclo 4.

Os dados contidos na Tabela 64, revelam que o pH para a formulagdo F11 diminuiu do
ciclo 1 até o ciclo 4, mas a variacao estatistica ndo foi significativa. Ja para a densidade relativa,
as variacdes nos valores encontrados entre os ciclos foram estatisticamente significantes (p <
0,05).

Analises Ciclos - congelamento/descongelamento
Média £ DP 1 2 3 4
pH 6,78 £ 0,02 6,58 £ 0,03 6,58 £ 0,02 6,46 £ 0,01
Densidade

) 1,0949+0,01 1,1817+0,00 1,1061+0,01 1,1225+0,01
relativa

Tabela 64 — Valores de pH e densidade relativa para a formulagcdo de creme F11, determinados nos 4 ciclos de
congelamento e descongelamento, a cada 24 horas.

Através do reograma (Figura 55), o comportamento reolégico da formulacdo F11 nao
sofreu modificagdes extremas entre os ciclos, continuando a relagéo néo-linear entre a tenséo e
a taxa de cisalhamento, identificado em fluidos ndo-newtonianos. A avaliacdo no reémetro
ocorreu com a formulagdo em repouso por 30 minutos sob temperatura de 25 °C + 2 °C.
Visualiza-se que entre as curvas ascendentes e descendentes, a area de histerese permanece,

indicando que o produto ainda possui tixotropia.
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Figura 55 — Comportamento reolégico da formulacdo F11 de creme a 25 °C, durante os ciclos de congelamento e
descongelamento.

O comportamento ndo-newtoniano também permaneceu para 0 creme comercial de
nistatina, porém houve diferenca entre as curvas de tenséo e taxa de cisalhamento nos 4 ciclos
analisados. Observa-se na Figura 56, que a area de histerese, quando o produto € armazenado
em temperaturas extremas, aumentou significativamente em comparagédo ao reograma obtido
no armazenamento adequado, ou seja, aquele indicado na embalagem do produto. Isso apenas

demonstra que o creme de nistatina sofreu alteracdes sob simulagdes de estresse.

Este tipo de ensaio em ciclos permite verificar o tempo de armazenamento de uma
emulsdo, porém sdo situacdes de alto estresse suficientes para alterar os parametros da
formulacdo. Neste caso, o congelamento pode ser mais maléfico para a emulsdo do que o
aquecimento, pois a solubilidade dos emulgentes na fase aquosa ou na fase oleosa é muito
sensivel a esta troca de temperaturas. Além disso, com o congelamento, ocorre a formacao de
cristais de gelo, os quais aumentam a pressédo interna da emulsdo, deformando a forma esférica
das goticulas (LACHMAN; LIEBERMAN; KANIG, 2001). Esse fendmeno ficou evidente na

formulacdo comercial creme nistatina.



166

180 - —e—Ciclo 1
T ’]’.‘I‘.~..l\ . --m--Ciclo 2
E ,./‘ A4 ‘A\!’A_:\.,‘.‘.":\K_A - & -Ciclo 3
S 1204 / ‘wIEE m -e-Ciclo4
I 1/
£ 904 A
[48
2
o 60
©
o
S 30
S
|_

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Taxa de cisalhamento (s1)

Figura 56 — Comportamento reoldgico da do creme de nistatina a 25 °C, durante os ciclos de congelamento e
descongelamento.

5.6.3 Avaliacdo da atividade bioldgica das formulagdes de sabonete intimo e creme para uso

vaginal

5.6.3.1 Atividade antifungica

Baseada na avaliacdo da atividade antifingica do ES, e para verificar se as duas
formulacGes desenvolvidas, de sabonete intimo e creme para uso vaginal, podem ser utilizadas
de acordo com objetivo terapéutico pretendido, foi realizada a investigacdo de inibi¢do contra
as cepas de C. albicans (ATCC 90028), C. krusei (ATCC 6258), C. parapsilosis (ATCC 90018)
e C. tropicalis (ATCC 750). Com a finalidade de verificar a influéncia dos excipientes na
atividade antifungica, as bases das formulac6es F5 (sabonete) e F11 (creme), sem a adi¢do dos

ativos ES e 6leo, também foram testadas.

Na Tabela 65, observa-se que nos dados obtidos, as formulagdes apresentaram inibicéo
do crescimento de todas as cepas testadas em concentracdes especificas. O sabonete intimo F5
foi o que apresentou melhor resultado, principalmente contra C. krusei e C. parapsilosis (25
pg/mL). Da mesma forma, a formulacéo de creme F11 demonstrou boa atividade antifingica
contra todas as cepas testadas. Esta atividade antifungica indica que o extrato de E. uchi foi
liberado da base (veiculo). Para uma melhor inibicdo do crescimento das cepas de Candida,

assim como ocorreu para 0 ES, muitas vezes sdo necessarias maiores concentragdes do ativo,
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pois muitas vezes a atividade do extrato incorporado na formulagdo é dose-dependente
(MIGLIATO et al., 2009). Assim, as duas formulacGes, F5 e F11, podem ser utilizadas para o

tratamento de vulvovaginites causadas por fungos.

As bases somente com adjuvantes, sabonete intimo e creme, demonstraram inibicéo de
todas as cepas de Candida, porém com o CI50 bastante elevado (> 200 pg/mL), ou seja, todos
os valores excederam aos encontrados para F5 e F11. Além dos conservantes, metilparabeno e
propilparabeno, que podem inibir o crescimento de microrganismos, 0 EDTA também pode
influenciar neste processo (DU; CHEN, 2019). Para Baldim et al. (2012), uma base de creme
n&do-idnica inibiu o crescimento de leveduras do género Candida, mas quando a formulacéo
completa foi testada, ou seja, a base com quefir (suspensdo de microrganismos simbiontes), o
resultado foi 31,58% abaixo do esperado. Os autores explicam que ocorreu uma diluicdo do
produto ativo, causada pela mistura na formulacdo, com isso, a atividade antifingica nao foi

adequada. Cepas ndo-albicans foram mais sensiveis a associacao de quefir com a base de creme

nao-idnica.
C'(Z[It_)g‘éns C. krusei C. tropicalis  C. parapsilosis
Amostras 90028) (ATCC 6258) (ATCC750) (ATCC90018)
CI50 (ng/mL) CI50 (ug/mL) CI50 (ng/mL) CI50 (ug/mL)
Sabonete intimo (F5) 1* 25* 200* 25*
Base com adjuvantes
para o sabonete 800* 400* 800* 200*
intimo
Creme (F11) 400* 50* 400* 25*
Base com adjuvantes 800* 400* 800* 200*
para o creme
Anfotericina B 1* 0,5* 0,25* 0,25*

Tabela 65 — Atividade antifingica através da C150 para as formulagdes F5, F11 e respectivas bases com adjuvantes.
*DP foi < 0,001.

5.6.3.2 Teor de polifendis e atividade antioxidante

Antioxidantes naturais oriundos dos extratos vegetais podem promover muitos

beneficios as formulagBes topicas aos quais sdo incorporados. Tanto para um produto de
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higiene, suplemento alimentar ou um medicamento, os antioxidantes, como os polifendis,
promovem a salde da pele, e auxiliam na diminui¢do da inflamac&o e de infec¢bes causadas
por diversos microrganismos (BORHAN; GANI; SHAMSUDDIN, 2014). Formulacgdes para
uso topico contendo antioxidantes podem auxiliar na recuperacao da pele, melhorando suas
defesas e prevenindo danos ao tecido (ADDOR, 2019).

Abaixo, na Tabela 66, estdo os resultados obtidos na determinacdo do teor de PT e
atividade antioxidante, pelos métodos DPPH e ABTS. Para as duas formulagdes topicas a
quantidade de polifendis foi menor em comparacéo ao ES de E. uchi. Foi possivel detectar o
teor destes metabolitos secundarios, porém podem ter sofrido degradacéo durante a preparacao
das férmulas, ou os adjuvantes utilizados interagem com o ES, ndo permitindo a liberacdo
completa das substancias com potenciais atividades biologicas. Sendo assim, a deteccdo da
capacidade antioxidante tornou-se dificil, e a porcentagem de inibicdo dos radicais DPPH e
ABTS foi abaixo do esperado. Novos estudos e outras formas de detec¢do da atividade
antioxidante devem ser efetivados, com o objetivo de avaliar a interacdo entre todas as matérias-
primas que compdem as formulacdes, bem como revelar um resultado mais fidedigno em

relacdo a essas atividades bioldgicas.

Sabonete intimo — F5 Creme —F11

Ensaios s o
Meédia + DP Meédia + DP
Teor de PT (g%) 6,58 + 1,00 6,60 +0,40
DPPH (% inibicéo) -165+2,11 2,17 +211
ABTS (% inibicéo) 9,27 + 1,54 14,65 + 0,72

Tabela 66 — Teor de PT (g%) e capacidade antioxidante das formulacfes de sabonete intimo (F5) e creme (F11).
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6 CONCLUSOES

Os valores encontrados para a caracterizagdo fisico-quimica e comportamento reoldgico
do oleo de B. excelsa foram satisfatorios, indicando que este insumo estava adequado para
utilizacdo nesta pesquisa. Da mesma forma, a caracterizacdo das cascas do caule de E. uchi
demonstraram que as propriedades avaliadas estavam correspondendo com o preconizado pela

legislacdo brasileira.

A analise estatistica dos dados resultantes do planejamento fatorial mostrou que a
condicdo ideal para obtencdo da solucdo extrativa aquosa de E. uchi é 10% m/v (relacdo
droga:solvente) e em 5 minutos de decoccdo. Esta solugéo extrativa padronizada apresentou

0,66 g% de teor de solidos soluveis, e 1,95 g% de teor de polifendis totais.

Com isso, foi possivel transcorrer com o processo tecnoldgico de E. uchi, obtendo-se o
extrato seco por aspersdo para Viabilizar a incorporacdo deste nas formulacbes tdpicas
propostas. Entre as duas técnicas de secagem por aspersao utilizada para obtencdo do extrato
seco, o leito de jorro (fluidized bed drying) demonstrou ser mais apropriado resultando em um

rendimento operacional de 66,73 g%.

A avaliacdo das atividades bioldgicas do ES de E. uchi mostou fraco poder antioxidante
e nenhuma atividade frente bactéria Staphylococcus aureus, porém foi eficaz na atividade
antifingica principalmente contra as cepas de Candida albicans, Candida Krusei, Candida
parapsilosis e Candida tropicalis. Além disso, o extrato seco ndo apresentou citotoxicidade em

nenhuma concentracao testada, ou seja 100% de viabilidade celular.

Logo apds, o extrato seco e o 6leo de B. excelsa foram incorporados em formulagGes de
sabonete intimo e creme para uso vaginal. De todas as formulacgdes testadas para obtengéo do
sabonete liquido e do creme, apds o teste de pré-estabilidade por centrifugacdo, somente uma
formulacdo de sabonete intimo (F5) e uma de creme (F11), mostraram viabilidade tecnoldgica,
ambas contendo 2% de extrato seco de E. uchi e 2% de 6leo de B. excelsa. As duas formulacdes
apresentaram bons resultados quando testadas contra as 5 cepas de leveduras do género

Candida, sendo mais eficazes C. krusei e C. parapsilosis.

Dessa forma, o estudo revelou que ambas as formulagbes podem ser consideradas

promissoras para 0 uso no tratamento de candidiases vaginais.
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