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RESUMO
Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.)Verlot, popularmente conhecida como crajiru, espécie
presente na lista de plantas medicinais de interesse ao SUS (Renisus) para o uso popular em
enfermidades da pele. Estudos desenvolvidos no CPQBA-Unicamp comprovaram que o
extrato bruto de A. chica possui agdo cicatrizante induzindo a proliferacao de fibroblastos in
vitro, estimulando a sintese de colagénio in vivo e in vitro. Este estudo estabeleceu
parametros para permitir a produ¢do de um medicamento a base de A. chica em escala semi
piloto, além de determinar condi¢cdes adequadas de armazenamento, secagem e embalagem
do produto final. Entre os compostos sensiveis a luz e a temperatura destaca-se a carajurina,
que € responsavel pela cor vermelha do extrato. A fim de aumentar a tempo de prateleira do
produto microencapsulado por spray drying, utilizaram-se trés materiais de parede: goma
arabica (GA), goma de cajueiro (CG), e a mistura de goma arabica / maltodextrina (GM) na
proporcdo de 1/1. Os diferentes materiais de parede apresentaram redimentos de 82; 79 e
89,9% e teor de carajurina de 1,92%, 1 62% e 1,99%, respectivamente. Atividade
antioxidante medida pelo método ORAC apresentou valores 1066,9, 1363.,8 e 1026,2 uM
TE / g. Os estudos de estabilidade foram realizados com extrato livre e microencapsulado
armazenados em diferentes embalagens e condi¢des. O produto armazenado a 40 ° C e 75%
UR embalado em frascos de polietileno de alta densidade e saches cor de aluminio
revestido de pldstico diminuiu o teor de carajiruna em 10% em 20 dias de avaliacdo,
enquanto que a embalagem de vidro foi mais estavel nessas condigdes, diminuindo10% do
conteddo de carajiruna apds 29 dias de teste. A maior meia-vida do produto
microencapsulado foi de 160 dias, armazenado em saches e mantidos a 10 ° C. Todas as
formula¢des semissolidas, avaliadas em modelos experimentais de cicatrizagdo in vivo,
foram capazes de reduzir entre 70 a 80% da é4rea cutdnea ulcerada em 10 dias de
tratamento, contra 37% de reducdo do grupo controle no mesmo periodo. A estimulagdo da
producio de coldgeno para a formulacdo gel de Natrosol® contendo o extrato bruto livre
foi de 0,093 pg.mL”’, quando comparada com outras formulacdes de controle (0,019

ug.mL’l) e bases (0,028 ug.mL'l).

Palavra chave: Arrabidaea chica, microencapsulacdo, estabilidade, formulagdes,

cicatrizagao.



ABSTRACT

Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot specie, popularly known as Crajiru,
included in the National List of interest to SUS (Renisus) is reported to have healing
properties for skin ailments. Studies conducted in CPQBA-UNICAMP showed that the
crude extract of this plant species induced fibroblast proliferation in vitro, stimulating
collagen synthesis in vivo and in vitro. This study established parameters to enable the
production of an herbal medicine in semi pilot scale. The drying, storage and packaging
conditions were evaluated to determine the best suited to the product. Among the
compounds sensitive to light and temperature is carajurin, responsible for the extract’s red
color. In order to increase product’s shelf half-life microencapsulation by spray drying
using three different wall materials, arabic gum (GA), cashew gum (CG) and the mixture
of arabic gum / maltodextrin (GM) the ratio of 1/1 were evaluated. The different wall
materials provided 82.0, 79.0 and 89.9% yields respectively, with carajurin content of
1.92%, 1 62%, and 1.99%. Antioxidant activity measured by the ORAC method gave
1066.9, 1363.8 and 1026.2 uM TE / g values. Stability studies were conducted with spray
dried EB stored in different containers and conditions. The product stored at 40 ° C and
75% RH packed in high density polyethylene and sachets plastic coated aluminum color
decreased 10% carajirun content throughout the 20 days period of evaluation. Whereas the
glass container was more stable under these conditions, leading tol0% decreases in
carajirun content throughout 29 days. The greatest half-life of 160 days was verified when
the product was stored in sachets at 10 ° C. The semi-solid formulations for topical use
containing EB proposed in this study with Carbopol ~ gel, Natrosol ~~ gel Cream A / O
(free and microencapsulated), Cream O / A (free and microencapsulated), evaluated in
experimental models of wound healing in vivo reduced 80-70% the ulcerated skin area after
10 days of treatment, whereas the control group decreased by 37%. Collagen
concentration observed for the animals treated with Natrosol =~ gel 2,5% A. chica was
0.093 pg.mL", while animals treated with saline had collagen production of 0.019 pg.mL"

and  Natrosol base  gel concentration showed  0.028u g.mL‘l.

Keyword: Arrabidaea chica, microencapsulation, stability, formulations, healing
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1. Introducao

1.1. Plantas Medicinais e Fitoterapicas
O Brasil € proprietario da maior biodiversidade do planeta, estimada em cerca de

20% do numero total de espécies do mundo. Este patrim6nio genético tem valor
econdmico estratégico inestimdvel dentre os quais o desenvolvimento de novos
medicamentos (Lapa et al., 2003; Calixto, 2003). A razao desta afirmacao € facilmente
comprovada quando se analisa o nimero de farmacos obtidos direta ou indiretamente a
partir de produtos naturais, ja que cerca de um ter¢o dos medicamentos mais vendidos
no mundo foram desenvolvidos a partir de plantas medicinais utilizadas na medicina
popular para os mais diversos fins (Calixto, 2003).

Segundo Calixto (2001), 25% dos medicamentos prescritos mundialmente eram
de origem vegetal, 12% de microrganismos e 3% de animais (Calixto, 2001), entre os
252 farmacos bdsicos ou essenciais selecionados pela OMS, 11% eram de origem
vegetal e uma parcela significativa era preenchida por medicamentos sintéticos, obtidos
a partir de precursores naturais (OMS. 2001, Rates; 2001, Cragg, 2007).Recentemente
foi publicado um estudo sobre produtos naturais como fonte de novos farmacos para o
periodo de 1981 e 2010 relatando que aproximadamente 75% das moléculas com
potencial terapéutico sdo de origem natural, ou produtos de semi-sintese utilizando
moléculas originadas de componentes naturais, moléculas sintéticas com grupos
farmacéforos que mimetizam as moléculas naturais, ou ainda, compostos sintéticos
capazes de competir com produtos naturais pelo sitio de acdo (Newman e Cragg, 2012).

As potencialidades de usos das plantas medicinais encontram-se longe de
estarem esgotados, novos conhecimentos e novas necessidades encontrardo, no reino
vegetal, solucdes por meio de descobertas e do desenvolvimento de novas moléculas
com atividade terapéutica ou com aplicacdes tanto na tecnologia farmacéutica e de
fitoterapicos aumentando a eficiéncia de agc@o (Schenkel et al.2003)

Atualmente os medicamentos fitoterdpicos constituem importante fonte de
inovacdo em saudde, apresentando uma parcela significativa no mercado de
medicamentos (Newman e Cragg, 2012). Estima-se que o setor movimente

globalmente U$21,7 bilhdes por ano. No Brasil presume-se que seja em torno de R$160



milhdes por ano (Carvalho et al, 2008). Esse contexto impde a necessidade de inovagao
tecnoldgica e parcerias entre universidades com a industria nacional.

No Brasil, em 2006, foram publicados duas importantes politicas para os setores
de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos: Portaria Ministerial GM/MS n°971 de 3 de maio
de 2006 que aprovou a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Satide (SUS), o decreto lei N°5813, de 22 de junho de
2006 que aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (PNPMF)
Essas politicas apresentaram entre suas diretrizes o incentivo a pesquisa e
desenvolvimento relacionado ao uso de plantas medicinais e fitoterdpicos, com objetivo
de disponibilizacdo a populacdo dessa alternativa terapéutica com qualidade, seguranca
e eficdcia, priorizando a biodiversidade do pais promovendo um maior acesso a
tratamentos seguros e eficazes (Brasil, 2006)

Em fevereiro de 2009 foi publicado a Rela¢do Nacional de Plantas Medicinais
de interesse ao SUS (Renisus). A Renisus € constituida por plantas nativas ou exdticas
adaptadas, amplamente utilizadas pela populacdo brasileira, e por ja terem alguma
evidéncia para indicagdo na atencdo bdasica de saude. Mas muitas dessas espécies
necessitam de estudos para confirmar sua eficdcia e seguranga. (Brasil, 2009)

Em 2010 a ANVISA publicou a RDC N°14/2010 que dispde sobre o registro de
medicamentos fitoterdpicos e difere da anterior principalmente no Controle de qualidade
de cada etapa da producdo desses medicamentos, o registro s6 é permitido desde que
seja apresentada comprovacao de seguranca e eficdcia através de ensaios ndo clinicos e
clinicos para a forma farmaceéutica especifica que se pretende registrar (Brasil, 2010).

Para fortalecer o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos, o
Ministério da Saude, em junho de 2012, através da portaria n° 13, se comprometeu em
repassar R$ 6,7 milhdes para 12 municipios. A portaria foi publicada no dia 20 de
junho, no Didrio Oficial da Unido. Os recursos serdo aplicados em projetos locais de
produgio e distribui¢io no Sistema Unico de Saide (SUS) de plantas medicinais e
fitoterapicos (Brasil, 2012 a).

Os 12 fitoterapicos ofertados no SUS, com financiamento de municipios, estados

e da Unido, sdo industrializados e tém registro na Agéncia Nacional de Vigilancia



Sanitaria (ANVISA); portanto, com eficdcia e seguranga comprovadas. O Ministério da
Saude orienta o uso desses produtos apenas na atencao basica (Brasil, 2012 b).

Assim, a pesquisa de novos produtos oriundos da grande biodiversidade
brasileira € uma oportunidade impar para o desenvolvimento préprio soberano na area
de saude.

O desenvolvimento de um medicamento fitoterdpico inclui vdrias etapas e
envolve processos inter e multidisciplinar e interinstitucional. O conhecimento dos
aspectos de atividade bioldgica do vegetal € requisito essencial para a transformacgdo da
planta medicinal em fitoterdpico. A produ¢do de um fitoterdpico pressupde que estudos
de desenvolvimento tenham sido realizados anteriormente, estando os procedimentos e
etapas de processamentos estabelecidos (Toledo et al, 2003).

A preocupacio com o tratamento de tlceras cutaneas estd presente na histéria da
humanidade desde a antiguidade (Blanes, 2004). Partes de plantas e/ou seus extratos
foram utilizados por muito tempo nos curativos até serem substituidos por novas drogas,
como iodo, cloro, principios ativos isolados e posteriormente sintetizados, como a
alantoina e enzimas (Hougthon et al, 2005).

E muito comum o uso de extrato de plantas medicinais em virios paises, para o
tratamento de feridas e queimaduras. Varios estudos farmacoldgicos empregando
plantas medicinais de uso tradicional relatam a cura em diferentes modelos de
cicatrizagdo, ressaltando a viabilidade para o desenvolvimento de um medicamento

fitoterapico para uso em cicatrizacao e que seja aceito globalmente (Thakur et al, 2011).

1.2 Estudos fitoquimicos de Arrabidaea chica
O género Arrabidaea, pertencente a familia Bignoniaceae, ocorre na América

tropical desde o sul do México até o Brasil. Esta espécie estd na relagdo nacional de
plantas medicinais de interesse ao SUS (Renisus) publicado em fevereiro de 2009
(Brasil 2009). A. chica é muito comum na Floresta Amazdnica e conhecida
popularmente como pariri (no Pard), crajiru (no Amazonas), puca-panga, coapiranga,
chica ou cipé-cruz, (Von-Poser, et al. 2000).

O primeiro estudo fitoquimico das folhas de A. chica relatou o isolamento de 3-

deoxiantocianidina, conhecida também por carajurina (Chapman et al, 1927).

3



Posteriormente, Scogin (1980) e Harborne e Willians (2001) propuseram que a
ocorréncia deste raro pigmento em Bignoniaceae era provavelmente restrita a A. chica.
Estudos posteriores resultaram no isolamento de antocianinas, fito-esterois, 7,4’-di-
hidroxi-5-metoxiflavona (1) e 6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavona (carajuruflavona)
(2) (Takemura et al,1995), Zorn, et al, 2001 identificou a presenca de Acacetina (3); a
atividade antifungica e tripanocida em A. chica foi verificada por Barbosa et al (2008),
que também identificou os seguintes compostos: campferol (4), vicenina A (5) e
4’hidroxi 3,7 dimetoxiflavona (6). Em 2012 o isolamento e caracterizacao de luteolina
(7) foram realizados por do Amaral e colaboradores verificando atividade

antimicrobiana, diurética e antioxidante (Figura 1).

Figura 1: Estrutura quimica das substancias isoladas de A.chica

7,4 dihidroxi Smetoxiflavona Carajuruflavona

(Takemura et al. 1995)

Acacetina (Zorn et al. 2001) caempferol (Barbosa et al. 2008)



Figural: Continuacdo Estrutura quimica das substancias isoladas de A.chica

4’hidroxi 3,7 dimetoxiflavona

(Barbosa et al. 2008)

Lueolina (Amaral et al.,2012)

As 3-deoxiantocianidinas sdo substincias incomuns encontradas na natureza,
elas diferem das antocianidinas porque falta um grupo hidroxila na posi¢ao C-3. Esta
diferenca também leva a maior estabilidade, embora esta estabilidade seja pouco
discutida na literatura. Deoxiantocianidinas sdo provavelmente os ancestrais de
antocianinas, pois estas ja foram descritas em musgos e samambaias, plantas terrestres
mais primitivas (Melo et al 2002, Sousa, 2012).

Virias propriedades terapéuticas foram atribuidas as antocianinas em grande
parte as suas propriedades antioxidantes (Rissanen et al., 2003; Zafra-Stone et al., 2007,
Seeram, 2008; Tsuda, 2012; Wang e Stoner, 2008; Chen et al. 2009). No entanto,

atividade antioxidante por si s6 ndo € um bom indicador do potencial beneficio



bioldgico dos compostos fendlicos, porque podem também modular outras atividades
bioldgicas, dependendo da sua estrutura molecular (Park e Pezzuto, 2012). Hou et al.
2004, estabeleceu relacdo entre atividade biologica e estrutura quimica de
antocianidinas. Estes autores relataram que a substitui¢do no anel B da antocianidinas
afetava sua habilidade de suprimir a carcinogénese. Tais relatos sugeriram que as 3-
deoxiantocianidinas poderiam possuir propriedades bioldgicas dnicas, devido a sua
estrutura. Entretanto, ainda é necessdrio mais estudos que evidencie melhor a relacdao
das 3 deoxiantocianidinas e sua atividade farmacolédgica.( Awika et al. 2004)

As 3-Deoxiantocianinas é uma classe relativamente rara de pigmentos vegetais
cujo agliconas, ao contrdrio de antocianinas, falta um grupo OH na posicao C-3. Esta
diferenca estrutural simples, no entanto, concede a elas diferentes propriedades
bioquimicas. Por exemplo, esses compostos sdo conhecidos por serem altamente
estdveis a variacdo do pH quando comparados com as antocianinas (Awika et al. 2004;
Mazza e Brouillard, 1987). Esses compostos foram também recentemente demonstrados
ser mais citotoxicos para as células cancerosas do que os seus andlogos de antocianidina
(Shih et al., 2007). Assim, estes pigmentos raros apresentam uma excelente
oportunidade para o uso como corantes naturais (Awika, 2008).

As 3-deoxiantocianidinas presentes na espécie A. chica sdo 6,7,3’-trihidroxi-5-
dimetoxiflavilio (8); 6,7,3°,4’-tetrahidoxi-5-metoxi-flavilio (carajurona) (9), que foram
isoladas das partes aéreas da espécie juntamente com a ja descrita 6,7-dihidroxi-5,4’-

dimetoxiflavilio (carajurina 10) (Zorn et al, 2001; Devia et al, 2002).

Figura 2: Estrutura quimica das 3 deoxiantocianinas isoladas de A.chica. composto (8)
(6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavilio), composto (9) (6,7,4’-trihidroxi-metoxiflavilio)

e (10) carajurina 6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio.

OH H H
OH O OH OCHg

+ +

T e

=
HO Z HO HO 7
OCH, OCHj OCH,
8 9 10



Shiozer et al.(2012) desenvolveram um estudo para avaliar e comparar 3
diferentes fenodtipos utilizando a técnica de espectrometria de massas ESI em modo
positivo. Foram avaliados os fons correspondente razdo m / z 285, 299, 301 e 315
correspondente as 3-deoxiantocianidinas principais presentes nas folhas de A.chica,
verificando a auséncia do o fon m/z 315 em dois fendtipos.

Visando a padronizacdo da matéria prima e exploragdo sustentdvel da espécie A.
chica, foi realizado estudo no CPQBA-UNICAMP (Centro de Pesquisas Quimicas,
Biol6gicas e Agricolas da Universidade Estadual de Campinas) identificando
marcadores microssatélites para caracterizacdo genética de exemplares dessa espécie

disponivel no banco de germosplasma (Figueira et al, 2010).

1.2.1 Propriedades farmacologicas de Arrabidaea chica

No nordeste do Brasil, A. chica era usada em tatuagens pelos indios devido aos
pigmentos carajurina (10) e carajurona (9) (Corréa, 1926; Chapman et al, 1927; Zorn et
al, 2001). As folhas submetidas a fermentacdo e manipuladas como as anileiras
(Indigofera spp.) forneceram um corante vermelho-escuro ou vermelho-tijolo. Algumas
tribos preparavam uma infusdo das folhas para o tratamento de conjuntivite aguda, e
uma pasta, na forma de cataplasma, contra o ataque de insetos. S3o atribuidos a espécie
A. chica propriedades terapéuticas para enfermidades da pele (psoriase, feridas, dlceras),
propriedades adstringentes, contra cdlica intestinal, diarreia com sangue, pio dermites e
corrimento vaginal. H4 ainda relatos de eficdcia como anti-inflamatdrio e contra cancer
de boca, de ttero e leucemia (Kalil Filho et al, 2000).

Estudos apontam o alto poder antioxidante das antocianinas para combater
doencas metabdlicas e suas complicacdes (Tsuda et al, 2006; Harris et al, 2007;
Valcheva-Kuzmanova et al, 2007).

Nosso grupo demonstrou previamente (Jorge et al.,2008) que o extrato bruto de
A. chica aumentou a producdo de coldgeno e que seu efeito pode ser comparado ao da
alantoina e vitamina C. Recentemente foi verificado que o extrato bruto de A.chica,
seco por atomizacgdo, favoreceu a cicatrizagdo de tenddes calcaneos em modelo animal

(Aro et al., 2012).



1.3. Processo de secagem e microencapsulaciao por Spray Drier
A crescente utilizagdo dos fitoterdpicos despertou a preocupacdo quanto a sua

eficdcia, pois o processamento inadequado das plantas pode ocasionar perda de
moléculas, implicando perda da atividade farmacoldgica. A vida util do extrato também
¢ limitada pela exposi¢cdo ao oxigénio, umidade e luminosidade. Uma alternativa ttil no
prolongamento do tempo de estocagem de produtos alimenticios e farmacéuticos sem
perdas de sua atividade é a microencapsulacdo por atomizacdo que, apesar do
aquecimento, ndo destréi seus componentes em razao do curto tempo de exposicdo ao
calor (Rodrigues, 2004).

A pesquisa e aplicacdo de polifendis tém despertado grande interesse nas
indastrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas devido aos seus beneficios
potenciais para a saide. No entanto, a eficidcia dos polifendis depende em preservar a
estabilidade, bioatividade e biodisponibilidade dos ingredientes ativos. O sabor
desagraddvel da maioria dos compostos fendlicos também limita a sua aplicacdo. A
utilizacdo de encapsulados, em vez de livres, pode efetivamente atenuar essas
deficiéncias (Fang e Bhandari, 2010).

No Brasil encontram-se registrados 512 medicamentos fitoterdpicos, dos quais
mais de 70% apresentam-se como formas farmacéuticas s6lidas (Carvalho et al., 2008).
A matéria-prima para estes produtos € constituida, majoritariamente, por extratos secos,
que dentre as suas vantagens incluem a maior estabilidade quimica, fisico-quimica e
microbioldgica, facilitando a padronizagdo, aumentando a concentracdo de compostos
ativos propiciando maior leque de formas farmacéuticas sélidas. Entre os procedimentos
de secagem, destaca-se a técnica de secagem por aspersao (spray drying) (Oliveira e
Petrovick, 2010).

No avanco das tecnologias de secagem, o Spray drying, € responsavel pelo
crescimento fitofarmacéutico, pois se tornam mais facil sua manipulagdo e doseamento
dos extratos secos (Senna et al, 1997). Além dessa facilidade de manipulacdao do
produto microencapsulado, dependendo do material polimérico utilizado favorece a
liberacdo controlada de um farmaco, aumentando sua eficiéncia. Essa propriedade foi

verificada por Haindong et al.(2012) em estudo com extrato microcapsulado de folhas



de Ginkgo biloba, utilizando como material de parede maltodextrina /goma ardbica e
proteinas de soja observando o aumento nas propriedades farmacoldgicas do produto.

O encapsulamento por atomiza¢do ¢ um método econOmico para preservaciao
dos pigmentos antocidnicos. O material de revestimento mais empregado para o
encapsulamento para essa classe de compostos, para uso em alimentos € a
maltodextrinas (Cavalcanti et al. 2011).

A maltodextrina oferece vantagens, tais como o custo relativamente baixo,
aroma e sabor neutro, viscosidade baixa a concentracdes elevadas de sélidos e boa
protecao contra oxidacdo. No entanto, o maior problema deste material de parede € a
sua baixa capacidade de emulsificacdo. Portanto, € desejavel utilizar maltodextrina em
combinacdo com outros biopolimeros, tais como goma arabica.

A goma ardbica € muito utilizada na industria de alimentos, mas a industria
farmaceéutica recorre a goma-ardbica como espessantes para xaropes € para confeccionar
capsulas e recobrimentos de comprimidos, bem como meio aglomerante e dispersante
de principios ativos.

A goma-ardbica é uma substancia de cor amarelado a cinza claro, com boa
solubilidade em 4dgua (aproximadamente 500 g/l) A composi¢cdo quimica da goma-
ardbica € um polissacarideo com quantidades varidveis de D-galactose, L-arabinose, L-
ramnose e alguns 4dcidos derivados, como o 4cido D-glucorénico e o 4-O-metil-D-acido
glucorénico e multiplas glicoproteinas (Robbers ef al. 1997).

As gomas mais utilizadas industrialmente sdo: amido, derivados de celulose,
goma guar, goma ardbica (Acacia sp), goma ghati (Anogeissus latifélia), caraia
(Sterculia urens), tragacanto (Astragalus sp), gelana e dgar. Entretanto a busca de novas
gomas com propriedades especiais tem despertado interesse da comunidade cientifica
como a de exsudatos de drvores de clima tropical (Cunha et al. 2009).

Nas ultimas décadas, polissacarideos de origem vegetal emergiram como uma
importante classe de produtos naturais bioativos. A goma cajueiro (Anarcadium
occidentale) apresenta um grande destaque por sua goma rica em monossacarideos,
oligossacarideos, sais de cdlcio, magnésio, potdssio e sodio. Essa goma € um

subproduto da produgdo agricola, a sua utilizacdo em farmacos e /ou alimentos


http://www.jornallivre.com.br/artigo/?p=Galactose
http://www.jornallivre.com.br/artigo/?p=Arabinose
http://www.jornallivre.com.br/artigo/?p=pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Ramnose&action=edit&redlink=1
http://www.jornallivre.com.br/artigo/?p=%C3%81cido
http://www.jornallivre.com.br/artigo/?p=pt.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%81cido_glucor%C3%B3nico&action=edit&redlink=1
http://www.jornallivre.com.br/artigo/?p=pt.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%81cido_glucor%C3%B3nico&action=edit&redlink=1
http://www.jornallivre.com.br/artigo/?p=Glicoprote%C3%ADna

funcionais torna-se uma alternativa econdmica atrativa para o produtor rural (Cunha et

al., 2009).

1.4. Embalagens farmacéuticas
O uso de embalagens adequadas em produtos farmacéuticos garante aos

pacientes que os medicamentos administrados permanecam completamente protegidos
contra reacdes externas adversas (Rodrigues e Ferraz, 2007).

Embalagem € um meio econdmico, através do qual um produto € protegido,
apresentado, munido da identificacdo, da informacao, das condi¢des de armazenamento,
comodidade e indica¢des como uso e conservagao (Carstensen e Rodhes, 2000).

Embora todos os fatores identificados na definicio de embalagem contribuem
para a funcdo e o desempenho geral da embalagem, a palavra protecdo tende a estar
mais alinhada com a validade do produto. A protecdo estd relacionada com os riscos
fisicos, climéticos, bioldgicos e quimicos (Carstensen e Rodhes, 2000).

Nas embalagens plasticas sdo frequentemente utilizados aditivos que atuam
como estabilizadores contra radiagdo UV, com o objetivo de prevenir a fotodegradagcao
causada pela luz solar e pela radiagdo UV artificial. Os estabilizadores contra radiagdo
UV sido classificados como aditivos de antienvelhecimento e podem estabilizar a
radiacdo UV que incide na embalagem e nos produtos, evitando a degradacdo de ambos
(Alves, 2008).

O aumento da meia vida de um medicamento fitoterdpico depende da
embalagem, que tem inumeras fungdes, dentre as quais oferece protecdo ao produto
acondicionado. Primeiramente, o produto precisa ser protegido contra danos fisicos e
mecanicos durante a movimentagdo, transporte e distribuicdo. Em segundo lugar, o
produto farmacéutico precisa ter prote¢do contra a acdo de fatores ambientais como
gases, luz, vapor d’agua e odores estranhos Sarantépoulos et al., 2008

A propriedade de barreira de um determinado tipo de embalagem pode ser
definida como a resisténcia que esta oferece contra as absorcdes ou evaporacdes
ambientais (umidade, gases ou luz) (Sarantopoulos et al., 2008).

Segundo Lockhart e Paine (1996), a embalagem para produtos farmacéuticos

pode ser definida como um meio econdmico para prover protecdo, apresentacao,
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identificacdo, informacdo e conveniéncia para um produto farmacéutico, desde a sua

producdo até a sua administracao final.

1.5. Estabilidade dos Fitoterapicos

Estudos demonstram que testes de estabilidade de formulagdes fitoterdpicas
apresentam grande importancia principalmente para determinacdo das condicdes de
estocagem de extratos ou medicamentos, e garantia do tempo de validade dos mesmos,
pois devido a alta complexidade das moléculas, as formulagdes fitoterdpicas possuem
uma maior tendéncia para alteragdes fisicas e quimicas (Kopleman e Ausgsburger,
2001).

Um medicamento é uma associacdo de um ou mais fairmacos, com um ou mais
excipientes e/ou veiculos, os quais apresentam energia interna e estdo sujeitos a reagir
entre si, mediados ou ndo por fatores intrinsecos, relativos a formulacdo (hidrélise,
oxidagdo, fotdlise, pH, tamanho da particula e incompatibilidade) e extrinsecos,
relativos a fatores ambientais (temperatura, umidade, gases atmosféricos e radiacdes)
(Rodrigues, 2007).

No estudo de estabilidade de fitoterdpicos, algumas alteracdes como coloragoes,
odores e sabores sdo caracteristicas para esses produtos, e devem ser cuidadosamente
avaliados no estudo de estabilidade (Veiga, 2005).

No Brasil, cabe a ANVISA, garantir a seguranga, eficacia e qualidade dos
produtos farmacéuticos antes de liberar a sua comercializagdo e ou importacao,
producdo por intermédio do registro sanitério.

A estabilidade, mais especificamente, € um parametro essencial para avaliar a
qualidade, seguranca e eficdcia de um produto farmacéutico ao longo do seu prazo de
validade.

A estabilidade de fairmacos e medicamentos € a extensdo em estes ret€ém, dentro
do prazo de validade, as mesmas propriedades e caracteristicas que possuem na ocasiao
em que foram fabricados (Ansel,2000).

As diretrizes do ICH, do Mercosul e as guias publicadas pela ANVISA, exigem
que o planejamento do estudo de estabilidade contemple avaliacbes de pardmetros

quimicos, fisicos, fisico- quimicos, microbiolégicos e bioldgicos.
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e Quimica deve-se manter a integridade quimica e a poténcia através de
doseamento do teor, impureza e produtos de degradagao.

e Fisica deve-se manter as propriedades fisicas originais, incluindo
aparéncia, palatabilidade, uniformidade, dissolucao e dispersibilidade.

e Microbioldgico garantir a esterilidade ao crescimento microbioldgico e a
eficcia dos agentes antimicrobianos, quando presentes.

e Terapéutico o efeito terapéutico deve permanecer inalterado.

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

A dgua € considerada como um dos principais catalisadores em reagdes de
degradacdo. Muitos farmacos sd@o considerados como instdveis nesse meio e necessitam
de intervengdes durante a formulacdo e armazenamento, para que a eficicia e sua
estabilidade e da forma farmacéutica final ndo sejam comprometidas. Para a avaliacdo
da instabilidade sob a condi¢ao de hidrélise, também deve ser levado em consideragdo o
pH do meio, pois fons hidrogénio e hidroxila podem acelerar ou retardar o processo de
degradacao (Ansel et al., 2007)

A degradacdo oxidativa € uma das principais causas de instabilidade de
farmacos, dentre os mais conhecidos e estudados tém-se os esterdides, antibidticos,
vitaminas, 6leos e gorduras. A oxidag¢do envolve a remocao de um atomo eletropositivo,
radical ou elétron, ou a adicao de um atomo eletronegativo ou radical. Muitas oxidacdes
sdo reacOes em cadeia, que procedem lentamente sob a influéncia do oxigénio
molecular. Tal processo de reacdo é referido como uma auto-oxidagdo (Florence e
Attwood, 2003).

A reacdo de fotdlise € iniciada apds absorcdo de radiacdo eletromagnética. A
maioria dos principios ativos empregados na preparacdo de medicamentos apresenta
maximos de absor¢do na regido do ultravioleta do espectro eletromagnético. A radiacio
ultravioleta é muito energética e pode propiciar a clivagem de muitas ligacdes quimicas,
ocorrendo a degradacdo da molécula. Desta forma, € importante conhecer a
fotoestabilidade das drogas utilizadas como medicamentos e os produtos formados

devido a fotdlise, além de avaliar a toxicidade destes ultimos (Moriwaki et al., 2001).
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O ICH preconiza que os dados de estudo de estabilidade acelerado e
intermedidrio devam ser utilizados para avaliar o efeito de pequenas flutuacdes de
temperatura, umidade, passiveis de ocorrer durante o transporte, na poténcia e qualidade
do produto farmacéutico.

Para o procedimento dos ensaios de estabilidade realizados no Brasil, de zona
climdtica IV, as industrias farmacéuticas seguem a RE n° 1/2005 da ANVISA, que
devem ser realizados em camara climdtico com controle rigoroso de umidade e
temperatura, sao definidos em trés tipos de estudos: Estudo de Estabilidade Acelerada
armazenamento durante 180 dias a temperatura de 40°C + 2°C / 75% UR £ 5% UR,
Estudo de Estabilidade de Longa Duracdo 12 meses: Estudo de Estabilidade de
Acompanhamento: estudo é realizado 30°C + 2°C / 75% UR + 5% UR

Produtos fitoterdpicos como 6leos vegetais, folhas e ou extratos, por exemplo,
podem ndo resistir as condi¢cdes de armazenamento definidas para o estudo de
estabilidade acelerado da ANVISA. Formulacdes que contenham como veiculo dgua,
permite que o farmaco fique mais vulnerdvel a diversas reacdes quimicas de
degradacao, incluindo hidrolise, oxidacdo, complexacdo e polimerazacdo (Ferreira,
2007).

Varidveis relacionadas a formulagdo, ao processo de fabricacdo, ao material de
acondicionamento e as condi¢cdes ambientais e de transporte, assim como cada
componente da formulagcdo seja ativo ou ndo, podem influenciar na estabilidade do

produto (Isaac et al, 2008).

1.6. Formulacoes semissoélidas para uso em cicatrizacao

Embora os dados brasileiros sejam pouco precisos, alguns autores estimam que
quase 3% da populacdo brasileira sdo portadoras de lesdes crOnicas, particularmente as
ulceras nos pés e pernas que se eleva para 10% no caso de diabéticos, e que em torno de
quatro milhdes de pessoas sejam portadoras de lesdes cronicas ou tenham algum tipo de
complicacdo no processo de cicatrizacdo, o que requer dos profissionais ndo s6 maiores
conhecimentos e preparo para lidar com esse problema, como implica maior
investimento em pesquisas, tanto para quantificar de forma mais precisa tal populagcdo

como para a busca de novos recursos e tecnologias, com menor custo e maior eficécia,

13



N

além de mais adequados e mais acessiveis a populagdo brasileira (Mandelbaum, Di
Santis e Mandelbaum, 2003).

O uso de cremes e géis fitoterdpicos pelo Sistema Unico de Satde (SUS) no
tratamento de ulceracdes cutdneas de acamados, cadeirantes, entre outros, tem
demonstrado resultados promissores na cidade de Campinas. Extratos obtidos de plantas
como Aloe vera, Calendula officinales ¢ Hamamelis virginiana sdao os mais utilizados
(Pimentel, 2002).

Fundada em setembro de 2004, a Botica da Familia, atualmente, manipula mais
de 7 mil féormulas por més, em média, para atender 74 unidades de saide com
medicamentos fitoterdpicos. A farmdcia trabalha com 13 plantas que compdem 31
formulacdes farmacéuticas que sdo dispensadas a mais de 10 mil pessoas que se
utilizam da fitoterapia como op¢io terapéutica no Sistema Unico de Satide de Campinas

(Ribeiro, 2012).

1.6.1. Cremes e Pomadas

Os cremes sdao emulsdes semissolidas para aplicagOes externas. As emulsdes sao
definidas como sistemas heterogéneos de duas ou mais fases, constituidos por um
liquido disperso em outro liquido dispersante, no qual € imiscivel.

Esta dispersao € produzida pela formacdo de goticulas de diametros
compreendidos entre 0,01-100um. De acordo com a viscosidade da fase externa, as
emulsdoes podem classificar-se como fluidas (ex.: leite corporal) ou mais ou menos
consistentes (ex.: creme hidratante).

Os cremes s@o emulsdes semissdlidas que contém substincias medicamentosas
ou ingredientes cosméticos dissolvidos ou suspensos nas suas fases aquosa ou oleosa.
As emulsdes ou também designadas bases emulsionadas sdo, atualmente, um dos
veiculos mais utilizados na elabora¢do de produtos para uso tépicos, principalmente
porque apresentam uma série de vantagens entre as quais se destacam: a grande
afinidade para o revestimento cutdneo que reveste toda a superficie da pele; a
possibilidade de incorporar, simultaneamente na mesma preparacdo, substincias de
natureza hidrofilica e lipofilica; a possibilidade de se obterem veiculos de diferentes
texturas, consisténcia e capacidade de penetracao (Ferreira, 2002).
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Basicamente, existem dois tipos de emulsdes:
* Oleo-dgua (O/A): em que a fase interna € constituida por substincias lipofilicas
imisciveis com a fase externa, formada por sua vez, por 4gua e substancias polares.
* 4gua-6leo (A/O): em que a fase interna é constituida por 4gua e componentes polares e
a fase externa € formada por compostos apolares.

Pomada ¢ uma forma farmacé€utica semissdlida para aplicacdo na pele ou

membranas mucosas, que consiste de solucdo ou dispersdo de um ou mais principios

ativos em baixas propor¢des em uma base adequada, usualmente nao aquosa.

Os pacientes preferem creme A/O a uma pomada, j4 que o creme espalha-se
mais facilmente, sendo menos gorduroso, e a dgua de evaporagdo suaviza o tecido

inflamado (Aulton, 2005).

1.6.2. Géis

Os géis sao definidos como sistemas semissélidos constituidos por dispersodes de
pequenas particulas inorganicas ou de grandes moléculas organicas, encerradas ou
interpenetradas por um liquido (Ansel e Popovich, 2000). Os polimeros usados para
preparar géis farmac€uticos incluem as gomas naturais adraganta, pectina, carrageno,
dgar, 4cido alginico e materiais sintéticos semi-sintéticos como a metilcelulose, a
hidroxietilcelulose, a carboximetilcelulose, e os Carbopol®. Os géis ou geles como sdo
chamados, sdo preparados por um processo de fusdo ou, por procedimento especial

requerido pelas caracteristicas de geleificagao do gelante (Lachman et al., 2001).

Embora hidrogéis e géis possam ser semelhantes quimicamente, eles se diferem
fisicamente, eles apresentam forma fisica definida ao contrdrio dos gés. Os géis
apresentam maior escoamento. Os hidrogéis sdo rede de polimeros hidrofilicos
quimicamente ou fisicamente reticulados, capazes de absorver grande quantidade de
agua e/ ou fluidos bioldgicos sem perder sua forma tridimensional, eles sdo fisicamente
parecidos com os tecidos vivos, devido ao seu alto conteido de 4gua, consisténcia
macia e elastica (Gupta et al.2002).

Existem duas classes de géis, os géis hidrofébicos, nas quais bases (oleogéis)

geralmente consistem em parafina liquida como polietileno ou O6leos gordurosos
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gelificados, e os géis hidrofilicos (hidrossoluveis, hidrogéis), cujas bases consistem de
agua, glicerol ou propilenoglicol (Gennaro, 2004).

O gel hidrossolivel tem sido muito usado em produtos cosméticos e
dermatoldgicos, pois apresentam facil espalhamento, ndo sdo gordurosos e podem
veicular ativos hidrossoldveis. As substincias formadoras de géis, geralmente sdo
polimeros, que quando dispersos em meio aquosos, doam viscosidade a formulagdo

(Corréa et al., 2005).

1.6.3. Formulacoes semissdlidas para uso tépico.

A apresentacdo farmacéutica do medicamento fitoterdpico € um fator importante
no desenvolvimento do produto. A formulagcdo desejdvel para o tratamento de feridas
deve promover a cicatrizacdo em menor tempo possivel com o minimo de dor,
desconforto, sem cicatrizes para o paciente e deve ocorrer em um ambiente fisioldgico,
propicio para reparo e regeneracao tecidual.

Os farmacos contidos em uma formulacdo tépica sdao incorporados aos
excipientes e bases (veiculos) assim, conforme as combinagdes entre eles, as
preparagdes tOpicas apresentam composicdo e consisténcia diversas. Os excipientes
determinam a natureza, a consisténcia e também o grau de penetrabilidade.

As formulacdes semissdlidas, tanto o hidrogel quanto emulsdes, também
apresentam importancia em estudos de liberacdo e permeacdo de farmacos, podendo
influenciar a consisténcia, a espalhabilidade, a reten¢do no sitio de aplicagdo, os

atributos sensoriais e a liberagdo do farmaco (Woolfson et al, 2000).

Em geral, as preparacdes tpicas consistem em ingredientes ativos incorporados
em um veiculo que facilita a aplicagdo cutinea e 0s aspectos mais importantes a serem
considerados na escolha desse veiculo estd relacionada (os aspectos) a solubilidade do
principio ativo, a capacidade de hidratar o estrato coérneo, estabilidade do agente
terapéutico no veiculo e as intera¢des quimicas e fisicas do veiculo, do estrato cérneo e
do agente ativo.

Nos sistemas matriciais, o firmaco pode se encontrar homogeneamente disperso
na matriz polimérica, dentro de um reservatério ou adsorvido em sua superficie, e na

sua liberacdo estdo envolvidos processos fisicos e quimicos, incluindo penetracdo de
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dgua na matriz e difusdo do farmaco pelos poros da matriz, por degradacao do polimero
ou por uma combinac¢do dos dois mecanismos. (Lyra et al.2007).

Os umectantes sdo substancias utilizadas para impedir ou retardar a formacao de
cristais devido a evaporacdo ou secagem completa da fase aquosa. Exemplos de
umectantes mais empregados € a glicerina, o propilenoglicol e o sorbitol, (Ferreira,
2002).

Os ésteres do acido para-hidroxibenzoéico (metil, etil, propil e butil) e seus sais
largamente usados para a conserva¢do das emulsdes, nas concentragdes de 0,1 —0,2%.

Normalmente além da estabilizacdo do farmaco, o uso destes agentes
potencializa a ac@o conservante por promover a quelacdo dos metais essenciais ao
crescimento dos microrganismos, sendo o acido citrico, o agente sequestrante de metais
mais usados na protecdo dos Oleos devido a sua inocuidade e o EDTA (4cido
etilenodiaminotetracético e seu sal sddico), desprovido de toxicidade largamente
aplicado na protecao de preparacdes farmacéuticas (Lachman et al., 2001).

A instabilidade de uma emulsdo pode se manifestar das seguintes formas: -
cremagem acontece quando as goticulas da fase dispersa sobem para a superficie da
formulacdo devido a baixa Densidade da fase dispersa; - floculacdo: quando a forca de
repulsdo entre as goticulas da fase dispersa € diminuida, devido principalmente a baixa
concentracdo de agente emulsionante e, elas se associam de maneira fraca. Este processo é
reversivel por agitacdo; - coalescéncia: as goticulas da fase interna se unem e formam uma
tnica goticula sendo este processo irreversivel e a inversdo de fase quando a fase externa

torna-se interna e vice-versa (Idson, 1988; Washington, 1996, Pianovisski, 2008).

Existem grandes variedades de matérias-primas disponiveis para o preparo de
géis. A selecdo adequada para o desenvolvimento destas formulacdes baseia-se nos
requisitos necessdrios para a estabilidade, liberacdo e eficicia do ativo que

eventualmente serd incorporado na preparacao.

De acordo com Aulton (2005), os géis sdo sistemas semissolidos formados por
dois componentes, ricos em liquidos, sendo sua principal caracteristica a sua estrutura
continua, que lhe confere propriedades semelhantes a de um soélido, entre eles existem

varios tipos de polimeros:
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e Gomas naturais, como adragante, carragenina, pectina, dgar e dacido
alginico,

e Semi sintético, tais como metilcelulose, hidroxietilcelulose (Natrosol®),
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), carboximetilcelulose (CMC),

- ozt ® A
e Polimeros sintéticos Carbopol™ ou carbomeros.

Uma das andlises mais impactantes no estudo de um gel € a andlise de reologia,
que, segundo Ansel e colaboradores 2000, pode ser definida pelo estudo do fluxo
levando-se em conta as caracteristicas de viscosidade de pés, liquidos e semissélidos.
Sao divididos em duas categorias: newtonianos € nao-newtonianos. O fluxo newtoniano
caracteriza-se por viscosidade constante, independente da velocidade de cisalhamento
aplicada (exemplo: dgua). O fluxo ndo-newtoniano caracteriza-se por mudanca da
viscosidade com o aumento da velocidade de cisalhamento.

A viscosidade é a medida da resisténcia do fluido ao fluxo de um sistema apos a
aplicacdo de estresse. Sendo assim, quanto maior a viscosidade, maior serd a resisténcia
e a forca aplicada para produzir o fluxo com determinada velocidade (Thompson, 2006;
Correa et al., 2005).

Os géis hidrossoluveis possuem na maioria das vezes, comportamento reoldgico
do tipo pseudopldstico e tixotropco, ou seja, deformam-se durante a aplicagdo tornando-
se mais fluidos, facilitando o espalhamento e recuperando a viscosidade inicial no
momento em que encerra a aplicacdo, evitando que o gel escorra (Aulton, 2005).

O maéximo de transparéncia e viscosidade € conseguido no gel de carbopol®
com pH 7,0, mas a faixa de pH 4 a 5,5 é considerada boa para os quesitos mencionados
(Ferreira, 2000).

O Carbopol® possui uma boa estabilidade frente a variagdes de temperatura, €
por isso € bastante utilizado em formas farmacéuticas bioadesivas para pele, mucosa
bucal e gastrointestinal (Islam et al.,2004). Possui ainda uma ampla aplicacdo na drea
dermatoldgica e farmacéutica. Algumas vantagens dos géis de carboméros sdo: alta
viscosidade com baixa concentracdo, amplos intervalos de viscosidade e bom

comportamento de fluidez, compatibilidade com muitos excipientes e ativos,
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propriedades bioadesivas, boa estabilidade térmica, excelentes caracteristicas
organolépticas e de aceitagdao dos pacientes (Islam et al., 2004, Kim et al.,2003).

Hidroxietilcelulose (Natrosol®250) ¢ composto por grupos hidroxietil ligados a
cadeia de celulose e também se encontra disponivel em diferente graus de viscosidade.
Esse gel é a base de celulose de maior interesse para a veiculagdo de ativos em
dermatologia, possuem carater ndo i0nico, tolera bem pH acidos, sendo indicados para
ativos que levem um abaixamento do pH final da formulagdo (Ferreira, 2002)

Mallery et al (2007) testaram in vitro e in vivo uma formulacdo de
mucoadesivo (gel), contendo extrato liofilizado de framboesa, rico em antocianinas, no
tratamento de lesdes bucais de pacientes quimioterdpicos, tendo boa penetracdo na
mucosa oral. As antocianinas contidas na formulagdo do mucoadesivo foram facilmente
absorvidas pela mucosa humana, sendo detectadas no sangue do paciente apds 5 min da
aplicacdo do gel. Neste estudo os autores utilizaram dois polimeros sintéticos Cabopol®
e Noveon AA1°.

A avaliacdo da solubilidade dos compostos fendlicos presentes na formulagcdo
deve ser considerada, pois a permeacgdo cutanea dos flavonodides sofre influéncia dos

ingredientes hidrofilicos (Arct et al, 2002).

1.7. Cicatrizaciao
A capacidade auto regenerativo ¢ um fendmeno universal nos seres vivos e

indispensaveis a sobrevivéncia dos mesmos (Balbino et al. 2005). Ferida ou ferimento,
€ uma lesdo que resulta no rompimento da continuidade normal de qualquer uma das
estruturas corporais tais como pele e membranas mucosas agredidas por agentes fisicos,
quimicos ou bioldgicos.

O processo de cicatrizacdo ocorre fundamentalmente em trés fases: (1)
inflamacdo, (2) proliferativa, formacdo do tecido de granulagdo com deposicdo de
matriz extracelular e (3) remodelamento (Figura 3). O reparo completo de tecidos
resulta de alterndncias sucessivas de reacdes anabdlicas e catabdlicas que tém os

leucdcitos como uns de seus mais importantes protagonistas (Balbino et al. 2005).
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1.7.1 Fase inflamatdria

A pele lesada apresenta ruptura dos vasos sanguineos € consequente
sangramento. Os eventos iniciais do processo de reparo estdo voltados para o
tamponamento destes vasos. Quase imediatamente apds a injiria, ocorre agregacao
plaquetaria e liberagdo de mediadores quimicos soldveis, entre eles o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), iniciando a cascata da cicatrizagdo.
Vasodilatagdo, aumento da permeabilidade capilar, ativagdo do sistema complemento,
migracdo de polimorfonucleares (PMN) e de macréfagos para o leito da ferida sdo
caracteristicas da hemostasia que precede a fase inflamatéria. Em seguida, surgem os
sinais cldssicos que ddo nome a fase — calor, rubor, edema e dor (Li; Chen; Kirsner,
2007).

As plaquetas continuam liberando mediadores quimicos, proteinas adesivas
(fibrinogénio, fibronectina, trombospondina, fator Von Willebrand VIII) e fatores de
crescimento (PDGF, TGFa, TGF- B, EGF e FGF) o que estimula a ativacdo de outras
plaquetas formando o codgulo que interrompe o sangramento (Li; Chen; Kirsner, 2007;
Metcalfe e Ferguson, 2007). O codgulo, além de limitar a perda de constituintes
circulatorios, fornece uma matriz preliminar, que alicercard a migracdo das células
responsaveis pelo desencadeamento do processo de reparo (Balbino et al. 2005).

Na fase inflamatéria os neutréfilos convergem para a drea da ferida cujos
numeros crescentes atingem o auge nas primeiras 24 a 48 horas. Para assumir o lugar
dos neutrdfilos em numero decrescente pelo combate aos microrganismos, surgem os
macréfagos, recrutados ao leito da tlcera pelos mediadores quimicos liberados (Li, et
al., 2007; Metcalfe e Ferguson, 2007).

Os macroéfagos sdo grandes células derivadas de mondcitos e desempenham um
papel decisivo na inducdo do processo de reparo. Além de auxiliar os neutréfilos na
eliminacdo de bactérias eles fagocitam o tecido necrético promovendo o desbridamento
da ferida. Os sinalizadores quimicos produzidos por eles atraem mais macréfagos para o
local e intensificam a migragdo e proliferagdo de fibroblastos e células endoteliais. Os
fibroblastos sdo os principais componentes do tecido de granulacdo e as células
endoteliais promovem a angiogénese. Adicionalmente, os macréfagos produzem fatores

de crescimento incluindo o fator de crescimento endotelial vascular. Tantas
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propriedades essenciais tornam o macréfago um elo de transicdo entre a fase
inflamatoria e a proliferativa (Bradley et al., 1999; Balbino et al., 2005; Li et al., 2007;
Metcalfe e Ferguson, 2007).

1.7.2. Fase proliferativa

A segunda fase caracteriza-se por reepitelizacdo, neo-angiogénese, deposi¢ao de
matriz e sintese de coldgeno. Cerca de quatro dias apds a injdria, inicia-se a
reconstituicdo dérmica, com o acumulo de fibroblastos, formac¢do do tecido de
granulacdo e de novos arcos capilares (neo-angiogénese). Neste momento, o fibroblasto
passa a predominar no leito da ferida, sintetizando coldgeno e uma matriz extracelular

provisdria rica em fibronectina, elastina e proteoglicanos. (Li, et al., 2007)

1.7.3. Remodelamento

Por volta do décimo dia, o preenchimento do leito da ferida por tecido de
granulagio estd completo. A medida que mais fibras coldgenas vio sendo depositada no
tecido de granular, este vai se assemelhando a uma massa fibrética caracteristica de
cicatriz. As primeiras fibras de coldgeno tipo I surgem nesta etapa e este € o tipo de
coldgeno predominante no tecido conjuntivo denso, sempre formado feixes de fibras
(Balbino et al. 2005).

A fase final do processo de cicatrizagdo envolve diminui¢do da atividade celular
e etapas sucessivas de producdo, digestdo e orientacdo das fibras coldgenas (Balbino

Balbino et al. 2005; Hosgood, 2006).
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Figura 3 — Representacdo esquematica das fases da cicatrizagdo de feridas cutineas.
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Fonte: Adaptado de Beanes ef al., 2003.

a) Imediatamente apds a injdria, vasos sanguineos danificados extravasam
elementos sanguineos e aminas vasoativas para dentro da derme. A
permeabilidade vascular € temporariamente aumentada para permitir que
neutréfilos polimorfonucleares (PMNs), plaquetas e proteinas plasmaticas
infiltrem a ferida. Em seguida ocorre vasoconstricdo em resposta aos fatores

liberados por estas células.
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b) Ocorre a coagulacdo do agregado plaquetdrio com fibrina que é depositada na
ferida apds a conversdo do fibrinogénio.

c) As plaquetas liberam varios fatores, incluindo o fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento transformante [ (TGF-B), que
atraem PMNSs para a ferida, sinalizando o inicio da inflamacao.

d) Apds 48 horas, macréfagos substituem os PMNs tornando-se a principal célula
inflamatéria. Juntos, PMNs e macréfagos removem debris da ferida, liberam
fatores de crescimento e iniciam a reorganiza¢do da matriz extracelular.

e) A fase de proliferacdo inicia por volta de 72 horas com os fibroblastos,
recrutados para a ferida por fatores de crescimento liberados pelas células
inflamatorias, iniciando a sintese de coldgeno.

f) Embora a taxa de sintese de coldgeno desacelere apds cerca de trés semanas, a
reticulac@o e reorganizagdo do coldgeno ocorrem por meses apOs a injuria na

fase de remodelacdo do reparo.
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2. Objetivo geral

Avaliar a estabilidade acelerada do produto microencapsulado do extrato
bruto de A. chica, a fim de viabilizar seu emprego em formulagdes fitoterdpicas

semissOlidas para uso em cicatrizacao.

2.1. Objetivos especificos
v’ Transpor da escala laboratorial para semi piloto garantindo pardmetros de

qualidade extratos padronizados de A. chica;

v Microencapsular os extratos padronizados de A.chica em diferentes matrizes
poliméricas,

v' Isolar carajurina para monitoramento como marcador nas formulacdes
provenientes da A. chica por CLAE-DAD;

v Avaliar as embalagens utilizadas para extrato seco de A.chica e de suas
formulagdes;

v" Elaborar formulagdes semissélidas para uso topico;

<\

Avaliar estabilidade fisica preliminar da forma farmacéutica.
v’ Avaliagdo farmacoldgicas das formulagoes semissélidas contendo extrato de A.

chica, utilizando teste de cicatrizacdo in vivo em ratos Wistars normoglicemicos.
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3. Material e Métodos

Foram utilizados solventes grau analitico e grau cromatogréfico. O adsorvente
utilizado foi celulose microcristalina (Avicel®) para cromatografia Merck102330-0500,
cartucho C18 stract Phenomenex. As andlises por cromatografias em camada delgada
(CCD) foram efetuadas em cromatofolha de aluminio, silica gel 60 F,4s marca Merck
10005554. A deteccao dos compostos foi feita sob lampada UV a 254 e 366nm. Foram
realizadas andlises por cromatografia liquida com detector de arranjo de diodos (CLAE-
DAD) marca Shimadzu.

As embalagens utilizadas para os testes de estabilidade foram potes brancos de
boca larga de polietileno com tampas do tipo rosca e batoque, potes de vidros com
tampas rosquedveis, bisnagas de aluminio e bisnagas branca de polietileno com tampa
do tipo flip- top. Também foram testadas as embalagem tipo saches de filmes metdlicos

laminados, resistentes a passagem de dgua (vapor), gases e luz.

3.1. Obtencao do Material Vegetal

O material vegetal de A. chica utilizado neste estudo foi obtido da Colecdo de
Plantas Medicinais e Aromaticas (CPMA) do CPQBA/UNICAMP, localizada no
municipio de Paulinia, estado de Sao Paulo (22° 45’ 00°’Sul e 47°10°21’’Oeste),
exsicatal865 depositadas no Herbdrio do CPQBA/Unicamp, identificadas pela Dra.
Glyn Mara Figueira.

Foram coletadas folhas ao redor da trepadeira, em diferentes alturas, ou seja, da
parte inferior, média e superior, de forma a ter-se uma amostragem populacional

representativa. A coleta foi realizada no més de abril de 2010.

3.1.1. Secagem e moagem do material vegetal

As folhas foram secas durante 48 horas em estufa a 40°C, com ventilagio
forcada, marca Fabbe, e posteriormente moida no moinho tipo martelo marca Stephen,
modelo UM 40 com peneira de 40 mesh. O material seco e moido foi embalado (figura
4). A embalagem utilizada foi um laminado composto por filme interno de

polipropileno, revestido por uma camada aluminio opaca com a finalidade de proteger
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da acdo deteriorativa, proveniente da luminosidade externa luz, oxigénio e umidade (

Embaladas no Instituto de Tecnologia em Alimentos ITAL Campinas).

Figura 4: A-Folhas seca de A.chica, B- embalagem contendo lkg de planta moida

empacotada a vacuo.

Fonte: Acervo laboratério de Fitoquimica CPQBA

3.1.2. Preparacao de Extratos Vegetais

Pesou-se 3 kg de folhas secas e moidas, transferiu-se para um tanque de ago
inox de capacidade de 50L com agitacio mecanica. O extratos brutos foram
produzidos utilizando etanol 70% (grau técnico), acidificada com 0,3% de 4cido
citrico P.A, na propor¢do de 1 (planta) :5 (solvente) p/v. O processo foi repetido por
3 vezes de 90 minutos cada. Filtrou-se a solucdo resultante sob vacuo protegido da
luz conforme fluxograma 1. O extrato bruto foi concentrado sob vacuo até reducdo
de 80% do volume final, esse extrato foi neutralizado com hidréxido de amodnio

marca Merck até aproximadamente pH 6,5-7,00.
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Fluxograma 1: Processamento de extracdo de A.chica em planta piloto

3,0kg de folhas

secas e moidas

3x com EtOH 70% /acido citrico 0,3%
Agitacdo mecanica

Proporcao 1kg planta / 5L solvente

Residuo Concentracdo sob vdcuo até

solido reducao de 80% volume total.

Neutralizagdo com NH,OH
faixa de pH 6,5- 7,0

Producdo em Spray Dryer Secagem em Spray Dryer sem

microcéapsulas encapsulacio

3.1.3. Secagem do extrato por Spray drying

Separou-se em quatro porgdes sendo que uma foi apenas seca em spray dryer e
as outras microencapsuladas com goma ardbica, goma ardbica/ maltodextrina e goma de
cajueiro.

As condi¢des operacionais utilizadas para a secagem do EB A.chica estdao
descritas na Tabela 1. O processamento foi realizado com e sem fluxo de N, e ambos os
materiais obtidos foram analisados por CLAE-DAD para a determinacio da influéncia
desse parametro na concentracdo das 3 deoxiantocianinas. Para a atomizacdo, foi

empregado um mini spray drying modelo B-290 com loop inerte B-295 (Biichi, Suica)
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Tabela 1: Condi¢des do processamento de secagem por spray drying do extrato bruto

de Arrabidaea chica Verlot.

Variaveis Valores pré determinados
Solvente do extrato Etanol:H,O
Propor¢ao Etanol: H,O 70:30
Temperatura do ar de entrada (°C) 90
Temperatura de unidade de refrigeracdo (°C) 10

Vazao de bombeamento do liquido (mL/min) 20

Vazao de nitrogénio (L/h) 600

Bico injetor (mm) 2,2

Excipiente sem excipiente

3.1.4. Microencapsulamento por spray drying

Inicialmente foi determinado o residuo seco do extrato bruto de A.chica,em
estufa. Esse valor foi utilizado para o calculo da quantidade necessaria de agente
encapsulante, respeitando a condicdo ideal (Rodrigues, 2005 a propor¢do 4:1 (p/p) de
agente encapsulante e extrato respectivamente) Tabela 2.

Os agentes encapsulantes utilizados foram goma arabica (marca Synth), goma de
cajueiro doada pela EMBRAPA, purificada pelo Dr. Rodney A. F. Rodrigues na
faculdade de Engenharia de Alimentos (Unicamp) e maltodextrina MOR REX® 1910
(Corn Products Brasil)

O polimero foi dissolvido em H,O e o extrato bruto de A.chica foi disperso ou
dissolvido na solu¢do do polimero. A solucdo do polimero contendo o extrato foi
introduzida por meio de uma bomba peristdltica numa camara de secagem. Trés
tubulagdes estavam ligadas a camara de secagem, com diferentes fungdes: entrada da
solu¢do do polimero e principio ativo na camara de secagem; e fornecimento de ar
comprimido ou N,, que promovem a passagem da solu¢do pelo atomizador;
fornecimento de ar quente, para efetuar a evaporacdo do solvente da solucdo do
polimero e extrato de A. chica. Com a remog¢do do solvente, o polissacdrido passa pelo

atomizador e formando microesferas, sendo que estas precipitadas no ciclone.
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Tabela 2: Proporcao de extrato bruto de A.chica incorporada aos diferentes polimeros.

Extrato bruto A. Volume Matriz Massa de
chica* processado Polimericas polimero
(2 (L) (2
38,6 1,2 Goma arabica 193,2
48,3 1,5 G.arabica/maltodextri 241,5
na (1/1)
14 0,45 Goma de cajueiro 70,0

*Massa relativa no extrato liquido apds calculo de residuo seco .seca

O extrato bruto de A.chica concentrado foi adicionado ao agente encapsulante,
na propor¢ao descrita na Tabela 2, homogeneizado no dispersor (Quimis modelo Q-252-
28) por aproximadamente 3 minutos na rotacdo 14000 rpm. As condi¢des de

processamento estdo descritas na Tabela 3

Tabela 3: Condi¢des do processamento de microencapsulacdo por spray drying do

extrato bruto de Arrabidaea chica Verlot.

Variaveis Valores pré determinado
Extrato bruto seco: matriz encapsulante (p/p) 20:80

Solvente H,O
Temperatura do ar de entrada (°C) 160
Temperatura de unidade de refrigeracdo (°C) 10

Vazdo de bombeamento do liquido (mL/min) 20

Vazao de nitrogénio (L/h) 600

Bico injetor (mm) 2,2

3.1.4.1. Avaliacao de perdas por dessecaciao do material processado por spray

drying com e sem microcapsulas

Os pesa-filtros foram mantidos em estufa (Precision modelo 28), a 105°C por 1

hora, transferidos para um dessecador a temperatura ambiente até observar peso
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constante. Em seguida foram pesados em balanga analitica (Mettler AB204). Nestes
pesa filtros foram pesados 1,000g de EB de A.chica, as quais foram colocados em
estufa, a 105°C por 4 horas. Apds resfriamento em dessecador, até temperatura
ambiente, os pesa filtros foram novamente pesados em balanca analitica até peso

constante.

3.1.4.2. Avaliacdo do pH material processado por spray drying com e sem

microcapsulas e formulacoes semissolidas

As amostras EB livre, microencapsulados e formulacdes foram pesadas em
balanca analitica a fim de se preparar uma solucdo com concentracdo de 1% p/v
dissolvidas em H,O ultrapura. A medida do pH da solucao resultante foi realizada em

pHmetro (Micronal), calibrado em pH 4 e 7 a temperatura ambiente.

3.1.4.3. Avaliacio da atividade de agua do material processado por spray drying

com diferentes matrizes poliméricas

A atividade de 4gua (aa) foi determinada em higrometro digital (Aqualab® 3TE
Decagon Devices Inc, Pullman, EUA), a 25 °C, calibrado com padrio de atividade de
dgua (Sal de Cdlcio e litio). As amostras foram colocadas em recipiente préprio do
equipamento, cerca de 3g de EB microencapauladas e submetidas a leitura até a

estabilizacao.

Esse procedimento foi realizado na Faculdade de Engenharia de Alimentos
(Unicamp) equipamento gentilmente cedido pelo Laboratério de Nutricdo sobre

responsabilidade Prof. Dr. Carlos Grosso.

3.1.4.4. Eficiéncia da encapsulacao

A eficiéncia da microencapsulacdo, do contetdo total de deoxiantocianidinas nas

microparticulas foi determinada apds a secagem por pulverizagao.
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3.1.4.4.1. Teor de 3-Deoxiantocianinas totais

Para a determinacdo de antocianinas totais (T), 100,0 mg de amostra foram
pesados em um tubo graduado de centrifuga de capacidade de 15mL com tampa de
rosca. Cerca de 1,0 ml de dgua destilada foi adicionada e, em seguida, as amostras
foram agitadas em vortex durante 30 s para destruir a membrana da microcapsula. Em
seguida, 9,0 mL de metanol foi adicionado e as amostras foram extraidas durante 5 min
vortex, deixou-se em repouso por 24 horas. A amostra foi centrifugada e filtrada através

de membrana Millipore, de 0,45 um para andlise por CLAE-DAD.

3.1.4.4.2. Teor de 3-deoxiAntocianinas na superficie

Para a determinacdo das 3 deoxiantocianinas na superficie (S) das
microparticulas, 100,0 mg de amostra foram diretamente extraidas com 10,0 mL de
metanol num vortex durante 30 s, seguido por centrifugacdo a 1320G durante 10 min a
5°C. Apés a separacao das fases, o sobrenadante limpido foi recolhido e filtrado através
de membrana Millipore, de 0,45 pm.

A concentragdo de 3 deoxiantocianinas presentes no filtrado foi determinada por
CLAE-DAD. Com esses dois valores (T e S) a eficiéncias de encapsulagdo foi calculada
de acordo com a equagdo modificada de Barbosa et al. (2005), como descrito na

seguinte equagao 1:

(T—5)

UEE = -

X100 Equacao 1

EE= eficiéncia de encapsulacdo
T= 3 Deoxiantocianinas total

S=3 Deoxiantocianinas na superficie das microcdpsulas

3.1.4.5. Avaliacao da cor das amostras processadas por Spray drying com

diferentes materiais de parede

A determinacdo instrumental de cor foi realizada em um espectrofotdmetro

Colorquest XE Hunterlab, utilizando-se o iluminante padrdao D65 e observador a 10°. O
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sistema de leitura utilizado foi o CIELAB, representado pelos seguintes parametros:
coordenada L* (luminosidade), coordenada de cromaticidade a* (-a verde, +a vermelho)
e a coordenada de cromaticidade b* (-b azul, +b amarelo). As amostras solida foram
colocadas em cubeta de vidro com 10 mm de caminho 6ptico. Analisadas em triplicata.
Essa andlise foi realizada no Laboratério de Instrumentacdo da Faculdade de
Engenharia de Alimentos Unicamp, sob a orientacdo da Dra Renata Maria dos Santos

Celeghini.

3.1.4.6. Avaliacao da capacidade de protecao dos raios UV/vis das embalagens

utilizadas no estudo

As embalagens foram avaliadas quanto a sua capacidade de protecdao dos raios
UVv.

As embalagens plésticas e de aluminio foram cortadas com (tesoura, estilete e
serra) em retangulos medindo 1,0 x 3,0 cm, sendo os retangulos encaixados no suporte
para cubeta e submetidas a varredura na faixa de 190-800 nm em Espectrometro de

UV/Vis (Agilent 8453). As embalagens foram avaliadas em triplicata.

3.1.4.7. Teste de estabilidade das amostras processadas por Spray drying

Foram avaliadas as amostras de EB de A, chica livre e microencapsuldas com

goma arabica, armazenadas em diferentes embalagens, descritas na Tabela 4.

O teste de estabilidade foi realizado seguindo a RE-O1 de 2005 da ANVISA a
temperatura de 40°C e umidade de 75% em camara climatica (Tecnal modelo TE-4003).

As embalagens foram avaliadas quanto a sua capacidade de protecdo dos raios
UV (Espectrometro de UV/Vis (Agilent 8453). Apds essa verificacdo, foram
selecionadas as embalagens adequadas para o estudo de estabilidade, pesamos cerca de
25g do produto microencapsulado nos trés tipos de embalagens (Tabela 4).

As embalagens tipo filmes metélicos laminados, conhecidos como Stand-up

pouches, foram submetidas a mais duas condicdes de armazenamento, sendo uma a

32



temperatura de 25°C + 2 em ambiente seco e ventilado a outra em camara climatizada a

10°C + 2 também em ambiente seco.

As amostras foram analisadas nos tempos 0, 30, 60, 90 e 180 dias, sendo

avaliados pH, umidade e teor de carajurina (6,7-dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio) por

CLAE-DAD ao final de cada periodo.

Tabela 4: Tipos de embalagens utilizadas na avaliacdo de estabilidade da matéria prima

e formulagao.

Embalagem

Descricao das embalagens:

Pote pléstico

Vidro

Sachés

Bisnaga

Bisnaga

Pote de polietileno de alta densidade com batoque e tampa
rosqueavel.

Pote de vidro ambar com tampa rosqueével

Saché Tradpouch 60MZ (polipropileno cor aluminio)
(embalagem pléstica revestida com aluminio com fechamento
zip)

Bisnaga de aluminio

Bisnaga verde de polietileno de alta densidade

3.1.5. Isolamento do padrao carajurina

A carajurina foi isolada do extrato bruto de A.chica utilizando-se cromatografia

em coluna aberta com adsorvente Metil celulose cristalina (Merck), usando como

eluente um gradiente de , hexano, diclorometano, metanol e metanol acidificado com

0,02% de 4acido trifluoroacético (TFA). (Tabela 5).
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Tabela 5: Gradientes utilizados como fase mével para purificagao de carajiruna

Solvente Volume (mL)
Hexano 100
Hexano/ diclorometano 1/1 100
Diclorometano 100
Diclorometano/Metanol 1/1 100
Metanol 100
Metanol/ H20 Acidificado com TFA 100

0,02% 90/10

As fragdes foram coletadas em frasco de 5 mL e monitoradas por CCD

(Cromatografia de camada Delgada) sendo este o primeiro fracionamento.

As fracdes coletadas foram monitoradas por cromatografia em camada delgada,
em cromatofolha de aluminio, silica gel 60 Fss. (Merck), utilizando como fase movel
para elui¢io (Butanol: Agua: Acido acético na propor¢ido 4:5:1). Sendo observado a

CCD em 254nm e 366nm.

3.1.6. Limpeza das amostras por extraciao em fase sélida para analise das
antocianinas

As amostras de A.chica livre foram pesadas em triplicata (10,0+£0,5 mg) em
balanga analitica (Mettler AB204) e submetidas ao processo de limpeza em cartucho
C18 marca Strata Phenomenex e avaliadas por CLAE-DAD. Em um cartucho C-18 de
capacidade de 100 mg/3mL acoplado em um Manifold (J.T.Baker) sob vécuo, foi
condicionado com 6 mL de solucdo acida de H;PO4 pH 2,0 descartando essa fragao .
Em seguida aplicou-se 10mg do extrato bruto livre em 2 mL de MeOH grau CLAE e
eluiu-se no cartucho, lavando com aproximadamente 6 mL de MeOH grau CLAE marca
JTBaker. A amostra foi diretamente coletada em baldo volumétrico de 10,00 mL

completou-se o volume com a mesma fase mével utilizada na eluicdo do cartucho.
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Ap6s filtrou-se a solucdo resultante em filtro de 0,45um marca Millepore e armazenou-

se em frasco ambar para analise por CLAE-DAD.

3.1.7. Extracao das antocianinas das amostras microencapsuladas

As amostras microencapsuladas de A.chica foram pesadas em triplicata em balao
volumétrico de 10,0mL em balanca analitica (Mettler AB204) (100,0 mg#0,9).
Adicionou-se 2mL de H,O e levou-se ao ultrassom por 3 minutos, em seguida
completando-se o volume do baldo volumétrico para 10 mL com metanol. Transferiu
se quantitativamente a solucdo resultante para um tubo de centrifuga 50 mL para
precipitacdo da matriz polimérica. A amostra foi centrifugada a 1320 G e temperatura
de 5°C, sendo retirados 5,0mL do sobrenadante para realizacdo do processo de limpeza
em cartucho C18 conforme procedimento descrito no item 3.1.6. Analisou-se por

CLAE-DAD

3.1.8. Condicoes cromatograficas

Filtrou-se a fase moével em sistema de filtracio Millipore usando membrana
PVDF de 0,45um e 47 mm de didmetro sob vacuo e sonificacdo simultaneamente.
Sendo denominando fase mével B MeOH grau cromatografico. Acidificou-se H;O com
H;PO4 pH 2,0 + 0,1 medido em pHmetro (Micronal) calibrado com solu¢cdo padrao
certificadas em pH 4 e 7. Essa fase mével denominou-se fase méovel A

As analises foram realizadas por CLAE (Shimadzu) acoplado ao detector de UV
com arranjo de diodos (Shimadzu). As condi¢des cromatograficas e o gradiente da fase

movel utilizado estdo descritas nas Tabelas (6 e 7).

35



Tabela 6- Condicdes cromatograficas utilizadas para andlise das antocianinas presentes

na A. chica.
Equipamentos e acessorios Especificacao
Bomba Shimadzu LC 10atm

Coluna

C18 Gemine- Phenomenex Sum 110A°

Volume de injecao

Vazao de fluxo

Detector Shimadzu

MIOAVP

Fase movel

Comprimento de onda

Forno CTO-10ASVP

Software

Injetor automaético

(250mm x 4,6 mm X Spm)
20ulL
1 mL/min

UV-DAD

H,O/ Metanol (gradiente)
470nm
35°C
Class VP -5

Injetor automético sil-20AT HT

Tabela 7: Programa de gradiente fase mdvel para andlises por CLAE-DAD

Tempo Solvente H,O +H3;PO, Solvente
(min) pH 2,0+0,10 Metanol
% A %B
0-5,0 55 45
5-20 10 90
20 -30 0 100
30-45 55 45
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3.1.8.1. Analise Qualitativa e Quantitativa por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

As fragdes e substincias puras foram dissolvidas em solvente apropriado, grau
CLAE, e analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia, com detector de arranjo

de diodos (UV), nas condi¢des baseadas em Devia et al (2005).

3.1.8.2. Preparo da Curva analitica
O marcador analitico foi isolado em nosso laboratério, e sua pureza foi

determinada por CLAE-UV e espectrometria de massas.

Pesou-se 2,7 mg de carajurina sendo o marcador analitico utilizado no
monitoramento dos extratos com ( 92% de pureza), em um baldo volumétrico de 5,00
mL solubilizou-se em Metanol grau cromatografico (JT Baker), obtendo uma solugdo
estoque de 497ug/mL. As diluicdes foram realizadas com pipeta automdtica em baldes
volumétricos obtendo concentracdes de 9,94; 19,9; 49,7; 74,6; 124,3 e 149,1ug/mL

respectivamente.

3.1.8.2.1. Limite de deteccio e quantificacio
Foram realizadas trés curvas analiticas com solucdes de carajurina isolada na

faixa de concentracao descrita 3.1.8.2.
Os limites foram calculados através de inclinacdo e da média de intersecdo de y
das curvas, utilizando as equacdes 2 e 3 (Skoog et al. 2005).

(DPax3)
IC

LD =

Equagdo 2

Onde: LD € o limite de detec¢do estimado. DPa € o desvio padrdo da intersecgao

com o eixo y das trés curvas de calibragdo e IC € a inclinacdo da curva de calibracdo.

(DPa x10)
IC

LQ = Equacido 3

37



Onde: LQ € o limite de quantificagdo estimado. DPa é o desvio padrdo da
interseccdo com o eixo y das trés curvas de calibracdo e IC € a inclinacdo da curva de

calibragao.

3.1.8.3 Preparo de amostras para analises ESI-MS(+) e ESI(+)-MS/MS
Os extratos brutos obtidos (10 mg) foram dissolvidos em 1 mL de MeOH / H,0

com 7% de acido férmico. Posteriormente, 10 uL de aliquota foram retirados e diluidos
em 990 uL do mesmo solvente.

As amostras foram injetadas por inser¢do direta no espectrometro de massas com
auxilio de uma bomba seringa (Havard Aparatus®) com fluxo de 10 pL min”. O tempo
total para aquisi¢do de cada espectro foi fixado em 1 min.. Os espectros ESI-MS bem
como os de ESI-MS/MS foram obtidos no modo positivo em equipamento QTof
Micromass® (Manchester - Reino Unido) de configuracdo de ESI-QqTof. As condi¢cdes
de operacdo do equipamento foram: 2,5 kV de voltagem do capilar, 100 °C de
temperatura da fonte, temperatura de dessolvatacdo de 100 °C, e voltagem do cone de

20 V. Os espectros de full scan foram adquiridos na faixa de m/z 50 a 1000.

3.1.9 Atividade antioxidante método Oxygen radical absorbance capacity (ORAC)
O método utilizado foi desenvovido por Ou et al. (2001), com pequenas
modificacdes. A reacdo foi realizada em tampao fosfato 75 mM (pH 7,4), e o volume
final de reacdo foi de 200 pl. As solucdes de antioxidante (amostra) (20uL) e
fluoresceina (FL) (120 uL; 70 nM, concentragdo final), as solu¢des foram colocada no
poco da microplaca. A mistura foi pré-incubada durante 15 min a 37 °C. Seguida de
adicdo rapida através de solucdo (60 ul/poco, 12 mM, concentracdo final) de AAPH
(2,2'-azobis (2 - metil-propionamidina) dicloridrato). A microplaca foi colocada
imediatamente no leitor e a fluorescéncia registrada todos os minutos durante 80 min. A
microplaca foi automaticamente agitada antes de cada leitura. O branco da reacdo (FL +
AAPH), utilizando tampao de fosfato em vez da solucdo antioxidante e oito solugdes de
calibracdo usando Trolox (1-8 puMol de concentragdo final) foi utilizado como
antioxidante padrdo em cada ensaio. Todas as misturas de reacdo foram preparadas em
duplicata, e pelo menos trés ensaios independentes foram realizados para cada amostra.

Os dados brutos foram exportados do software Galaxy Fluostar a uma planilha Excel
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(Microsoft, Roselle, IL) para cdlculos. A curva antioxidante (de fluorescéncia em funcao
do tempo) foram primeiro normalizada para a curva do correspondente em branco para
o mesmo ensaio, multiplicando originais dados pelo (fator de fluorescéncia pranco
=o/fluorescéncia,mosia =0) INas curvas normalizadas, a area sob a curva de decaimento de

fluorescéncia (AUC) foi calculado como:
i=80

AUC = Z £i/fO
i=1

Equacao 4

Onde f € a leitura de fluorescéncia inicial a 0 min e fi € a leitura de fluorescéncia
no tempo i. A AUC liquida correspondente a uma amostra foi calculada pela subtracdo
da AUC correspondente para o ensaio em branco equacdes de regressao. O valor entre
AUC e concentragdo antioxidante calculada para todas as amostras. Os valores foram

expressos como equivalente pMol de Trolox / g (Dévalos et al. 2004).

3.2. Preparo das formulacoes

3.2.1. Formulacio de creme A/O para produto microencapsulado.

Neste estudo foram preparadas duas formulacdes de creme denominados creme
1 e creme 2. Contendo o extrato seco em spray drying € o extrato microencapsulado
com goma ardbica. Em ambas as formula¢des foram incorporados 2,5% (p/p) de extrato
bruto livre de A.chica e o valor correspondente do EB microencapsulado.

A composi¢do da formulacdo de creme A/O denominada creme 1 e creme 2 O/A
contendo A. chica microencapsulada e livre (Tabela 8 e 9).
Fase oleosa (A) transfere-se para em béquer de capacidade de 250 mL o dlcool cetilico,

acido estedrico e miristrato de isopropila aqueceu-se até 70°C em uma chapa de

aquecimento.

Fase Intermediaria (B) em um bequér de 150 mL aqueceu-se a 70°C em uma chapa de

aquecimento o propileno glicol, metilparabeno e propilparabeno.
Fase Aquosa (C) foi aquecida até 70°C sendo composta de dgua e trietanolamina.
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A emulsdo foi preparada conforme procedimento geral, aquecendo-se todos os
componentes da fase oleosa (A) a cerca de 70 °C e todos os componentes da fase
intermedidria (B) fase aquosa (C) a cerca de 70 °C. Verter a fase aquosa a fase oleosa,
sob agitacdo vigorosa. Diminuir a agitacdo e resfriar a aproximadamente 40°C.
Adicionar a fase complementar, homogeneizar e resfriar até atingir a temperatura
ambiente. Ao atingir 30°C, adicionamos o extrato bruto de A. chica (Ferreira, 2002,

Formulério Nacional, Farmacopéia Brasileira).

Tabela 8 - Composi¢do da formulacio de 100g de creme 1 A/O

Componentes Func¢io na A.chica A.chica
formulacao Livre (%) microencapsulada(g)

Acido estearico Emulsificante 12,00 12,00
Alcool cetilico Emulsificante 3,00 3,00
Propileno glicol Umectante 50,00 50,00
Metilparabeno Conservante 0,16 0,16
Miristato de Emoliente 5,00 5,00
isopropila

Propil parabeno Conservante 0,02 0,02
Trietanolamina Basificante 0,70 0,70
Agua Solvente 71,62 61,62
Extrato A.chica Ativo 2,50 12,50

A formulagdo de creme O/A creme base Lanette®, foi preparada segundo a
Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2011). O extrato de A. chica foi homogeneizando em

propileno glicol em seguida adicionado e base (Tabela 9).
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Tabela 9 - Composi¢ao da formulacdo de 100g de creme 2 O/A

Componentes Funcao na Quantidades Quantidades
formulacio (g) (2

Creme Lanette Base O/A 92,5 82,5

Extrato microencapsulado Ativo e 12,5

de A.chica *

Extrato de A.chica Livre* Ativo 2% Jpee——

Propileno glicol Umectante 5,0 5,0

*concentragdo equivalente a 2,5% de Extrato bruto de A.chica

O extrato bruto livre e microencapsulado apés serem homogeneizado em base

Lanette e armazenado em bisnaga de aluminio, bisnaga verde e pote de polietileno de

alta densidade.

3.2.2. Gel de Carbopol 940°

Os componentes e percentagens da concentragdo empregadas para a preparacao

do gel de Carbopol 940® estdo descritos na Tabela 10.

Tabela 10 - Composicio da formulacio de 100g de gel de Carbopol 940

Componente Funcao na Quantidades
formulacao (g)
Carbopol 940° Espessante 3,00
EDTA Quelante 0,10
Metilparabeno Conservante 0,20
Propilparabeno Conservante 0,10
Trietanolamina Basificante 1,00
Glicerina Umectante 5,00
Lauril sulfato de sodio* Tenso ativo 1,00
Alcool Etilico Solvente 5,00
Extrato bruto livre (g) Ativo 2,50
H,O Solvente 82,10

* Adicionar por ultimo na formulacao

41



3.2.2.1. Preparacao do gel de Carbopol ®

Inicialmente em um béquer de 500 mL com 4dgua ultra pura recém destilada,
distribui-se vagarosamente, para hidratar e homogeneizar o Carbopol® previamente
pesado em balanca analitica, juntamente com os conservantes (propilparabeno e
metilparabeno) e quelante EDTA, deixando em repouso por 24 horas. (Mura et al. 2007,
Ferreira, 2002). Apds repouso iniciou-se agitacdo manual com espdtula de polietileno
por 15 minutos, acrescentando os demais componentes da formula tabela 10, sendo por
ultimo o laurel sulfato de s6dio. O extrato bruto seco por spray drying foi solubilizado

em alcool etilico.

3.2.2.2. Gel de Natrosol®
Os componentes e percentagens da concentracdo empregadas para a preparacao

do gel de Hidroxietilcelulose (Natrosol ®) estdo descritos na Tabela 11.

Tabela 11: Composi¢do da formulacao do gel de Natrosol®

Componente Quantidades Quantidades Funcao na
Formulacao 1 Formulacao 2 ~
formulacao
(2 (2
Natrosol® 2,00 4,00 Espessante
EDTA 0,10 0,10 Quelante
Metilparabeno 0,20 0,20 Conservante
Propilparabeno 0,10 0,10 Conservante
Glicerina 5,00 5,00 Umectante
Lauril sulfato de s6dio* 1,00 1,00 Tenso ativo
Extrato bruto livre (g) 2,50 2,50 Ativo
H20 gsq 89,10 87,10 Solvente

* Adicionar por ultimo na formulacio

3.2.2.3. Preparaciao do gel de Natrosol®
Os componentes da formulacdo foram pesados separadamente conforme Tabela
11. Em um béquer de 500 mL adiciona-se Natrosol com os conservantes metilparabeno

e propilparabeno, o quelante EDTA e 4gua ultrapura recém-destilada. Em seguida,
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levou-se a uma chapa de aquecimento marca Fisaton, a temperatura de 55,0 = 2,0 °C,
agitando continuamente com o auxilio de bastdo de vidro até a completa dissolucdo dos
componentes.

Retirou-se do aquecimento e agitou-se vigorosamente durante 15 minutos,
acrescentando os demais componentes da formulagdo, sendo adicionado por ultimo o

laurel sulfato de sédio.

3.3. Estabilidade Preliminar
Inicialmente as amostras das formulagdes produzidas foram submetidas a

centrifugacdo a 1320G, por 30 minutos, e avaliadas visualmente verificando seu
aspecto, cor, odor, precipitacdes e separacao de fases. As amostras foram submetidas a
temperatura ambiente, geladeira (5°C) e estufa (40°C), analisando-se o aspecto macro e
microscopico, cor, odor e pH durante um periodo de 15 dias consecutivos fazendo-se as

andlises em triplicata. (ANVISA, 2004).

3.3.1. Determinacio do teor de carajurina em formulacoes semissolidas

Para avaliacdo da concentragdo de carajurina na formulacao pesou-se 0,500 g do
creme e ou gel, em tubo de centrifuga de capacidade de 50 mL,e extraiu-se com 5,0
mL do metanol sob sonificacio durante 10 minuto. Centrifugou-se a 1320G durante
20 minutos a 5°C . Transferiu se a fase liquida para um baldo volumétrico de 25 mL e
repetiu-se a extragdo por mais duas vezes com mais 5 mL do eluente e a
centrifugmetanol. Juntou-se as camadas inferiores no baldo volumétrico de 25 mL e
completar o volume com o eluente. Filtrar em membrana Millex de 0,45um e injetou-

se no cromatégrafo liquido.

3.3.2. Teste de centrifugacao
Em tubo graduado, para centrifuga foram adicionadas 5,0g de cada formulacao
em duplicata, pesadas em balanga semi-analitica e submetidas a centrifugacao a 1320 G

por 30 minutos, a temperatura ambiente.
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3.4. Avaliacao microbiolégica das formulacgoes.

As formulacdes foram enviadas a um laboratério especializado para avaliacao
microbioldgica conforme preconiza a Farmacopeia Brasileira 4* Edicdo 2005 pagina
236, e Resolugdo n° 481, de 23 de setembro de 1999 ANVISA. Esse método possibilita
verificar a presenca ou a auséncia de micro-organismos especificos em meios seletivos.

As amostras de creme e géis contendo extrato de A. chica foram enviados a
BioQuimis Laboratério de Controle de Qualidade, sob registro no Conselho Regional de

Quimica Reg- N°15979-F e Conselho Regional de Biologia CRBio-1 Reg. N°364/01.

3.5. Ensaios Farmacologicos
Os ensaios in vivo com ratos Wistar foram realizados na Divisio de

Farmacologia e Toxicologia, do CPQBA, sob coordenacio do Prof. Dr. Jodo Ernesto de
Carvalho.
Estes ensaios tiveram como objetivo avaliar o potencial cicatrizante das

formulacdes contendo extrato bruto livre e ou microencapsulado de A. chica.

3.5.1. Testes de Atividade Farmacolégica in vivo

Os animais foram adquiridos do Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB)
e mantidos em cAmaras com temperatura controlada (20,0 = 2,0 ° C) em ciclos claro-
escuro de 12 horas, com 4gua e racdo ad libitum. Foram utilizados ratos Wistar machos,
adultos (150-250 g) com aproximadamente 3 meses de idade, aclimatados as condi¢des
do laboratodrio por sete dias, sendo agrupados ao acaso, em grupos de até 5 animais.

Os protocolos adotados foram baseados nas normas estabelecidas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA) e aprovado pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da Unicamp (N°2368-1).

3.5.2. Procedimento cirdrgico e tratamento

Este ensaio foi desenvolvido de acordo com metodologia descrita por Jorge et
al.(2008). Ratos Wistar, pesando entre 150-250g, foram divididos em oito grupos, de
cinco animais cada, denominados grupos I (veiculo creme), II (creme + extrato livre),

III (creme + extrato microencapsulado), IV (veiculo creme +goma arédbica), V (veiculo
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hidrogel), VI (hidrogel Carbopol+ extrato livre de A. chica) e VII e VIII (hidrogel
Natrosol+ extrato livre de A. chica). Apds a anestesia por tiopental, o dorso dos animais
foi tricotomizado e feita a assepsia com 70% EtOH. Ulceras cutineas medindo, em
média, 2,25 cm?® foram excecionadas e tratadas topicamente durante 10 dias com
aplicagdes de 300mg da formulacdo por ferida em cada tratamento. Os animais foram
mantidos isolados, ou seja, um tnico animal por gaiola para maior controle. As ulceras
cutaneas foram analisadas todos os dias medindo-se a drea de contracdo e calculada a
porcentagem de reducdo de sua drea. Ao termino do tratamento os animais foram
submetidos a eutanasias em camara de CO,. Sendo retirado (1,0 sz) de édrea das peles

cicatrizadas para analises histoldgicas do tecido e de hidroxiprolina.

3.5.3. Analise Hidroxiprolina

Oito milimetros foram puncionados da drea cicatrizada e homogeneizados em
2,0 mL de solu¢do tampao fosfato pH 6,0 e conservados a 4 °C por uma noite. Em
seguida, 1 mL do homogenato foi hidrolisado com 0,5mL de HCI 6N, por 5 horas a
120°C, sob refluxo. Apds esse periodo as amostras hidrolisadas foram transferidas para
tubo de ensaio e acondicionadas a -18°C até realizacdo do ensaio de hidroxiprolina.

Em uma placa de 96 compartimentos adicionou-se 20uL do hidrolisado. A placa
foi incubada por 20 minutos a temperatura ambiente, com 50uL/compartimento de
solugdo de cloramina T (282,0 mg de cloramina T, 2,0 mL n- propanol, 2,0 mL de H,O
destilada e 16,0 mL tampdo acetato/citrato pH4). Apds esse periodo, 50
pL/compartimento de solugdo de Erlich [2,5g 4-(dimetilamino)-benzaldeido, 9,3 mL de
n- propanol e 3,9 mL de 70% de 4cido perclérico] foram adicionados, permanecendo a
mistura incubada a 65°C por 15 min. Mediu-se entdo a absorbancia a 550nm em um
leitor de microplacas (VERSA Max, Molecular Devices) Uma curva de calibracido de
hidroxiprolina (0 a 10pg.mL™") foi preparada e os resultados expressados em pg. mL™

de hidroxiprolina.
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3.6. Analise Estatistica
Todos os resultados foram submetidos a analise de varidncia de uma unica via
(ANOVA), considerando-se como nivel critico p<0,05 para que seja considerada

diferenca significante entre os grupos controle e tratados.

4. Resultados e Discussao

4.1. Producio extrato em planta piloto

A espécie Arrabidaea chica apresenta € bastante utilizada popularmente,
sobretudo como cicatrizante, o que ja foi comprovado em avaliagdes ndo clinicas (Jorge
et al, 2008). Assim, estudos de padronizacdo da preparacdo de extratos com tais
atividades foram iniciados, por nosso grupo em 2003, (FAPESP 03/09317-5), em
parceria com a Empresa Natura Inovagdo e Tecnologia de Produtos Ltda. Tais estudos
foram desenvolvidos no CPQBA visando a domesticacdo e producdo em larga escala de
A. chica, cujo corante vermelho tem potencial para ser introduzido em produtos
cosmeéticos, substituindo corantes sintéticos utilizados. Na continuidade desse trabalho
(Auxilio FAPESP 07/52739-9) foram cultivados diferentes acessos da espécie, com o
objetivo de selecionar uma variedade que produzisse um maior teor de pigmento em
relacdo a biomassa. Dando inicio ao estudo sazonal dos nove acessos aclimatados no
campus experimental CPQBA-UNICAMP foram avaliados ao longo dos anos 2008,
2009 e 2010 observando varia¢Oes do teor de carajurina entre as amostras, 0s meses €
acesso durante os anos (Taffarello, 2009; Figueira et al.2010). Durante o estudo de
escala laboratorial o extrato e as folhas foram submetidos a diferentes processos de
secagem. As folhas foram submetidas a secagem pulverizando dgua e secando em local
com auséncia e presenca de luz; pulverizando dgua e secando em estufa a 40°C com
ventilacao forcada; pulverizando dgua em diferentes periodos do dia e secando ao sol;
expondo por um periodo mais longo ao sereno e ao sol neste estudo observamos que as
folhas ficavam mais vermelhas, também observou-se a hidrélise dos compostos
glicosilados quando secos com pulverizagdo de agua (Figueira et al.2009, Cabral,
2010). Em escala laboratorial, durante o projeto (07/52739-9) também foram testados os
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processo de liofilizacdo e de secagem por atomizagdo para o extrato. A liofilizacdo é
uma técnica bastante utilizada no processo de secagem de extratos de plantas mas
observou-se que durante esse processo de secagem houve o escurecimento do produto,
provavelmente se deve a capacidade do equipamento disponivel para a secagem. Para
secagem do volume obtido de extrato se faz necessario um liofilizador de maior porte
proporcionando maior rapidez no procedimento de secagem. O extrato bruto submetido
a secagem por liofilizagdo utilizou-se um liofilizador de bancada de capacidade
maxima de oito litros. Para liofilizar o material foram necessarios aproximadamente 10
dias que provavelmente acarretou na degradac¢do do extrato hidro alcodlico A. chica

(Figura 5).

Figura 5: Extrato hidro alcodlico A. chica, seco por liofilizacao.

Fonte: Laboratério Fitoquimica CPQBA

Devido a necessidade de grandes quantidades de material padronizado dos
extratos de A.chica para desenvolver os estudos de farmacologia ndo clinica realizamos
a transposicdo da escala laboratorial para escala semi-piloto. A transposi¢ao da escala
de bancada para semi-piloto foi realizada de forma linear. Para tanto, foi necessario
determinar as condi¢des que preservasse as caracteristicas do produto final. As
condi¢cdes necessdrias para atender nossos objetivos foram obtidas com maceragdo

mecanica das folhas de A. chica, em tanques de a¢o inox, protegidos da luz, filtragcdo em
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alto vidcuo e concentracdo em evaporador rotativo de capacidade de 20 L, garantido

maior rapidez no processo de extracdo (Figura 6).

Figura 6: Processo de extracio de A.chica, em planta piloto e concentracdo em

rotaevaporador.

Fonte: Laboratdrio Piloto Fitoquimica CPQBA

O extrato bruto de A. chica é rico em 3 deoxiantocianidinas, essa classe de
compostos sdao bastante instdveis, dessa maneira para manter maior estabilidade do
extrato deve-se proteger da luz, contato com oxigénio e metais, controle de pH e calor.

As antocianinas podem apresentar diferentes formas estruturais, as quais podem
assumir diferentes coloracdes. Essas formas podem sofrer interferéncias de diversos
fatores, destacando-se entre estes a temperatura, o valor do pH e possiveis ligagdes com
outras substancias quimicas. O pH € o fator que mais influencia na coloracdo das
antocianinas, visto que, em func¢do de sua acidez ou alcalinidade, estas podem
apresentar diferentes estruturas (Bobbio,2001). Neutralizando o extrato (pH 7,0-7,2)
notou-se a formagdo de um material polimerizados com aspecto pastoso e coloracao

escura, pouco soluvel em dgua ou dlcool (Figura 7).
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Figura 7. Visualizacdo do aspecto do produto em decomposi¢ao do extrato de A. chica

em pH> 7,0

Fonte: Laboratério Fitoquimica CPQBA

Para evitar perdas de extrato devido ao fator de pH estipulou-se a neutralizagcdo
do extrato bruto para pH (6,0-6,5). Outro fator relevante foi o parametro tempo pois foi
possivel observar a exposicdo prolongada do extrato a temperatura ambiente e ao ar
promovia a degradacdo do mesmo. Portanto optou-se por secagem por spray drying por
ser uma técnica de secagem rdpida e também o equipamento utilizado tornou-se
possivel o uso de atmosfera inerte.

Visando a obtencdo das 3 deoxiantocianidinas a partir do extrato bruto que
pudesse ser utilizada como padrdo analitico, vérias metodologias foram testadas (
Sephadex LH 20, Sephadex LH20/polivinilpirrolidona PVPP) até se desenvolver um
protocolo que oferecia maior rendimento, facilidade do processo € menor custo.

Desta forma a carajurina foi isolada por cromatografia em coluna aberta, usando-
se como fase estaciondria metil celulose microcristalina (Merck®) e como fase mével
gradientes de polaridade crescentes iniciando com hexano puro.

As fragOes obtidas foram agrupadas e aquelas que apresentaram carajurina e
ainda ndo estavam totalmente puras, quando observadas por CCD (cromatografia em
camada delgada) foram repurificadas repetindo o processo de separacdo cromatogréfica,
até conseguir 92% de grau de pureza conferido por cromatografia liquida de alta

eficiéncia com detector de arranjo de diodos (Figura 8 € 9).
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Figura 8: Cromatografia em camada delgada das fracdes coletadas por purificacdo por
cromatografia em coluna aberta do EB de A.chica adsorvente celluse microcritalina
Merck, placas de Silica gel Merck , eluente BAW (5 Butanol:4H,0:1 Ac. acético) sem

revelagdo.

carajurina .
Misturas

Figura 9: Cromatograma obtido em cromatdgrafo Shimadzu, coluna C18 Gemini,
A=470nm, fluxo 1 mL/min, forno 35°C e Software Class VP -5, (TR=15,4) (6,7-

dihidroxi-5,4’-dimetoxiflavilio carajurina).
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A dificuldade de isolamento dessa classe de composto ji € bastante conhecida.
Por essa razdo esses tipos de padrdes sdo extremamente caros. Além disso, esses
compostos degradam facilmente, criando um entrave para realizacdo de processos de
validacdo da metodologia analitica. Com essa técnica nao foi possivel o isolamento de
todas 3 deoxiantocianidinas denominadas neste estudo de pigmento 1 ou carajurona (

6,7,3’,4° tetrahidroxi-Smetoxiflavilio) e pigmento 2 (6,7,4° trihidroxi-5 metoxiflavilio
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Portanto uma alternativa mais adequada para a purificacdo desses compostos seria por
cromatografia liquida preparativa de alta eficiéncia.

Ap6s isolamento do marcador analitico carajurina, construimos uma curva
analitica para determinacdo do teor de carajurina em amostras contendo A. chica

(Tabela 12, Figura 10).

Tabela 12: Dados obtidos para confec¢do da curva analitica carajurina.

[Jug/mL. Area 1 Area 2 Area3 Média  Dvp* Cv
Area (%)**

9,94 265052 247060 253696 255269 9098,6 3,56

19,9 496142 488425 499905 494824 58524 1,18

49,7 1200332 1188052 1193062 1193815 6174,6 0,52
74,6 1826550 1938315 1845508 1870124 59810,8 3,20
124,3 3072762 3072032 3103528 3082774 179772 0,58
149,1 3818296 3713887 3834134 3788772 65334,3 1,72

*Desvio padrao 3 da area obtida de 3 curvas analiticas

Figural0: Curva analitica do marcador carajurina (média e desvio padrao das injecdes).
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Equacdo dareta y1=25321x-24461 R? 0,9989
y2=24393x-2408,4 R* 0,9990
y3=25549x-32248 R* 0,9991
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A linearidade foi avaliada através de trés curvas analiticas, com 6 niveis de
concentrago ( Faixa analitica de 9,94 a 149,1ug.mL™)

O coeficiente de correlacdo linear (R?) igual a 0,9989 corresponde ao valor
coeficiente de correlagdo (R) igual a 0,9994, atendendo o critério minimo para aceitacio

de valor R > 0,99 estabelecido pela Resolugao n°899 da ANVISA (Brasil,2003).

Tabela 13: Resultados obtidos para o célculo de limite de detec¢do e quantificacdo da

carajurina.
Curvas Interseccao com o eixo Y Inclinacao da curva
( coeficiente angular)
1 -24461 25321
2 -2408,4 24393
3 -32248 25549
Média 000 e 25087,67
Desvio padrao 2249826 e

Utilizando a Equacdo 2 e 3 ( item 3.1.8.2.1) foram calculados os limites de

deteccao e quantificagdo, com os resultados de:

LD=2,69 pg.mL"' limite de detec¢io
LQ=8,97 ug.mL"" limite de quantifica¢io

A secagem por processo de Spray Dryer do extrato de folhas secas e moidas de
A. chica forneceu um rendimento de 15% (Figura 11). Na sequéncia foram realizados
as respectivas avali¢des quimica e fisico quimicas, avaliando-se pH, umidade e teor de

carajurina do extrato (Tabela 14).
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Figura 11: (A,B) Extrato bruto de A. chica em processo de secagem por Spray Dryer

(Buchi B-290); (C) Mesmo extrato do item anterior apds finalizado o processo de atomizagao.

o

Fonte: Laboratdrio Fitoquimica CPQBA

Tabela 14: Avaliacdo do EB de A.chica apds secagem por atomizagdo

Anadlise Resultados e Cv#

desvio padrao (%)
Teor de Umidade (%) 11,61+0,09 0,78
pH 4,88+ 0,02 0,41
Teor de carajurina (%) 6,51+ 0,07 1,09

*Coeficiente de variagdo < 5%

O teor de carajiruna nos extratos foi quantificado por cromatografia Liquida de
alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos. Previamente a andlise, foram
eliminada as clorofilas e graxas utilizando cartucho C-18 previamente acondicionado
com 4gua acidificada com 4cido fosférico a pH=2 e elui¢do da amostra no cartucho
com metanol. As 3 deoxiantocianidinas foram observadas respectivamente nos tempo
de retencdo TR=5,8min (6,7,3°,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavilio, pigmento 1),
TR=7,9min (6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilio, pigmento 2) e TR=15,8 (6,7-dihidroxi-5,4’-

dimetoxiflavilio carajurina) detectados no UV/Vis a 470 nm (Figura 12 e13).
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Figura 12: Cromatograma do extrato bruto sem encapsular de A.chica T=0,
cromatégrafo Shimadzu, coluna C18 Gemini, A=470nm, fluxo 1 mL/min, forno 35°C e
Software Class VP -5, (TR=5,8min) (6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavilio)
(TR=7,9min) (6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilio) e (TR=15,8) (6,7-dihidroxi-5,4’-

dimetoxiflavilio carajurina).
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Figura 13: Espetro na faixa de (200 a 600nm) observado para as 3deoxiantocianidinas
presentes no extrato bruto de A.chica ( 6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-metoxiflavilio(5,88min),
6,7-trihidoxi-5-metoxiflavilio (7,9 min) e carajurina (15,8min.).
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4.1.1. Comparacio dos processos de secagem por Spray Drying com e sem
nitrogénio

Virios estudos tém sido realizados sobre os efeitos de fatores fisicos e quimicos
envolvidos na degradacdo de antocianinas tais como temperatura, luz, pH, a presenca de
SO,, metais, agucar, e de oxigénio (Castafieda-Ovando, A.; et al. 2009, Mercadante et
al.2007).

Para avaliar os pardmetros criticos envolvidos na degradacdo dos extratos de
A.chica, foram avaliados a secagem dos extratos de A. chica por processos de Spray
drying, em ambiente inerte (N;) e em atmosfera normal. Pesou-se 10,0+0,5 mg dos
materiais processados em triplicata e submeteu-se a limpeza por Extracdo em Fase
Solida (EFS). As analise por CLAE-DAD demonstraram que as amostras processadas
em ambiente de N, apresentaram concentracdo de carajurina 70% maior que as amostras

processadas na presenca de O, (Figura 14).

Figura 14: Comparacdo dos processamentos de secagem por spray drying com e sem

nitrogénio e sua correlagcdo com as 3-deoxiantocianidinas presente A.chica.
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Segundo Bobbio e Bobbio (2001) a presenca de O, no meio € um fator
significativo na degradac@o das antocianinas, mesmo na auséncia de luz, em todos os
valores de pH. Os resultados obtidos corroboram com essa observagdo evidenciando a

necessidade do processamento ser realizado em equipamentos que permitisse o uso de
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nitrogénio durante a secagem do extrato. Também foi observado temperaturas de
entrada do ar superiores a 170° C provocaram perdas das deoxiantocianidinas, em

concordancia com resultados descritos por Ersus e Yurdagel,(2007).

4.1.2. Avaliacao do extrato bruto de A. chica microencapsulado em diferentes
matrizes poliméricas

A proposta de usar produtos microencapsulados visa promover maior
estabilidade e/ou aumentar a biodisponibilidade do produto. O revestimento proporciona
caracteristicas de maior estabilidade consequentemente melhorando a sua apresentacao,
aumentando assim a sua valorizacdo para uso comercial (Idham, et al. 2012).

As 3-deoxiantocianinas sdo corantes hidrofilicos compativeis com revestimento
de moléculas polares, tais como a pectina, goma, maltodextrina e amido. A goma
ardbica € um polissacarideo vegetal sendo o material encapsulante mais conhecido,
eficaz, usado devido a suas excelentes propriedades emulsificante e estabilizante, alem
de apresentar acdo protetiva contra a oxidacdo de voldteis durante o processamento de
estocagem (Buffo er al. 2002, Bae et al. 2008) . Os hidratos de carbono, tais como
amido e maltodextrina, t€ém propriedades que sdo desejdveis em um agente de
encapsulacdo, tais como baixa viscosidade, elevado teor de sélidos e uma boa
solubilidade.

No processo de encapsulagdo do extrato hidro alcodlico de A. chica, foram
avaliados trés agentes encapsulantes, a saber, (goma ardbica, goma de cajueiro e mistura
1/1 de maltodextrina/ goma ardbica). Foram monitorados os pardmetros de pH,
umidade, e atividade de 4gua, teste antioxidante pelo método ORAC, teor de carajurina
dos produtos microencapsulados produzidos (tabela 15).

O extrato de A.chica encapsulado com as matrizes de goma ardbica, goma
ardbica/ maltodextrina e goma de cajueiro apresentaram um rendimento de processo de
82, 89,9 e 79% respectivamente. Os produtos microencapsulados também apresentaram
capacidade antioxidante variando de 1066,9, 1026,2 e 1363,8, uM TE/g de extrato

respectivamente.
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Tabela 15: Resultados das andlises de pH, umidade, a.a, carajurina e atividade

antioxidante do extrato bruto microencapsulados de A.chica processados em spray

drying.

Amostra pH Umidade Atividade  Carajurina Atividade
(%) Agua (%) Antioxidade

a.a (uM TE/g)

G.Arabica 5,88+0,01a  6,55+0,09 0,441+0,007b 1,92+0,03a  1066,9+3,8 a

G.Cajueiro 5,80+0,01a  8,39+0,16 0,308+0,003a 1,62+0,06b  1363,8+155,7b

G.Arabica/ 5,88+0,01a  7,02+0,23  0,294+0,006a 1,99+0,11a  1026,2+41,5 a

Maltodextrina

n=3 expresso em valor + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna

indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

A avaliacdo da variacdo do valor de pH das amostras livres e
microencapsulados nos materiais de parede avaliados demonstraram que o material livre
apresentou pH de 4,88 enquanto as amostras microencapsuladas preservaram o valor do

tempo zero, (5,88).

As perdas por dessecacdo avaliadas em estufa demonstraram que o produto
microencapsulado com goma de cajueiro apresentou teor de umidade 28% e 19%

superior as outras microcdpsulas produzidas (Tabela 15).

A estabilidade e a seguranca de um produto microencapsulado, além de outras
propriedades, sdo mais pereciveis pela medida de atividade de dgua do que seu teor de
umidade. Atividade de Agua (a.a) é o quanto de dgua estd disponivel no produto, ou
seja, para indicar a intensidade com que a dgua estd associada aos constituintes ndao
aquosos. A atividade de dgua € uma propriedade intrinseca da amostra, enquanto que a
umidade relativa (de equilibrio) depende da atmosfera em equilibrio com a amostra. A
determinacdo de atividade de 4gua ndo fornece uma estimativa totalmente real,
entretanto, correlaciona-se suficientemente bem com as velocidades de crescimento
microbiano e de outras reacdes de deterioracdo, sendo assim, um indicador ttil quanto a

estabilidade de um produto e sua seguranca microbioldgica, (Ribeiro e Seravalli, 2004)
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Atividade de dgua é uma razdo entre pressdao de vapor da dgua no produto pela
pressdo de vapor da dgua pura nas mesmas condi¢des, classificada em trés grupos: baixa

umidade até 0,6, intermediaria entre 0,60 e 0,90 e alta acima de 0,90.

P
aa = —

Po
aa = atividade fisico quimica da d4gua em um sistema de equilibrio com todas as

fases (S¢lido, liquido e vapor)
p = pressao de vapor da dgua no produto
Po =pressdo de vapor da d4gua pura na mesma temperatura.

Quando atividade de dgua for maior que 0,90, poderdo formar-se solucdes
diluidas com os componentes da amostra que serviriam de substratos para o0s
microrganismos crescerem. Na faixa de 0,40-0,60 é possivel que as reacdes quimicas e
enzimaticas aumentem devido a elevacido nas concentracdes dos reagentes. Em regides
de atividade de 4dgua menor ou igual a 0,60, o crescimento de microrganismos ¢é
minimo. Se aa > 0,30 tem-se a 4gua da monocamada que ndo estd disponivel para as
reagdes quimicas e enzimdticas e para o crescimento de microrganismos (Ribeiro e

Seravalli, 2004).

A avaliacdo da atividade de dgua para os trés produtos microencapsulados com
diferentes materiais de parede, demonstrou que o extrato microencapsulado com goma
ardbica apresentou valor de 0,44+0,007 enquanto para as microcdpsulas de goma de
cajueiro valor de 0,31+0,003 e para o produto com goma arabica/maltodextrina o valor
de 0,2940,006 (Tabela 15). Estes valores garantem uma maior estabilidade ao produto,
pois o crescimento de microrganismos serd minimo para estes valores de atividade de
dgua. Este parametro também estd relacionado a alteracdes de aparéncia e textura do

produto, como por exemplos, a compactagdo ou amolecimento do mesmo.

Finalmente o teor de carajurina foi avaliado por CLAE-DAD, estando os
resultados apresentados na (Tabela 15 e na Figura 15), além da avaliacdo de perfil
quimico por Espectrometria de massa ESI+ MS, sendo esta ultima andlise realizada no

laboratério Thomson ,IQ-Unicamp, (Figura 16).
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Figura 15: Comparacao do teor de carajurina extraidas das amostras microencapsuladas

de extrato bruto de Arrabidaea chica Verlot em diferentes matrizes (n=3).
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Por outro lado observou-se que nao houve mudancas significativas no perfil
quimico das trés amostras quando avaliadas por Espectrometria de massa ESI+ MS. As
3- deoxianticianidinas com razdo massa/carga m/z 285, 299 e 301 estdo destacados em
cor vermelho enquanto que os fons circulados em verde representam os compostos
glicosilados m/z 463 e 477 (Shiozer et al. 2012, Taffarello, 2009) O processo de
microencapsulacio foi adequado, pois nao houve degradacao desses compostos que sao
mais suscetiveis a temperaturas elevadas.

A matriz polimérica goma de cajueiro quanto ao teor de carajiruna foi
estatisticamente diferente quando comparado com as demais. Morfologicamente os trés
materiais de paredes foram semelhantes quando observados por microscopia eletronica

de varredura (Figura 17).
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Figura 16: Comparacgao do perfil quimico avaliado por espectrometria de massas ESI+
MS para EB e microencapsulados com diferentes matrizes de A. chica EB-livre,
Microencapsulado goma ardbica, Microencapsulado goma ardbica/ maltodextrina 1/1 e

Microcépsulas goma de cajueiro.
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4.1.2.1. Eficiéncias de encapsulacao

Segundo Charve e Reineccius (2009) uma forma para avaliar a eficiéncia de
encapsulacdo € através da quantificacdo do material a ser encapsulado impregnado na
superficie externa das particulas. Ou seja, quanto hd menor a concentracdo de material
na superficie externa, maior a eficiéncia do processo. Usando esse critério avaliou-se em

termo de concentragdo de carajurina a eficiéncia de encapsulacdo (Tabela 16).
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Tabela 16: Dados obtidos na avaliagdo de eficiéncia de encapaulacgao.

Material de = Conc.Total Conc.Superficial Eficiéncia de

parede de de carajurina  Encapsulacdo
carajurina (%)
(%) (%)
G. Arabica 1,92+0,03 0,11+ 0,004 94,3
G. Cajueiro  1,64+0,11 0,27+0,03 83,5
G.Arabica/
Matodextrina 1,99+0,06 0,24+0,006 88,4

Os trés materiais de parede apresentaram boa eficiéncia de encapsulacio, sendo

obtido teor de carajurina superior a 80%.

4.1.2.2.Microscopia eletronica de varredura das microcapsulas obtidas por spray
drying

Através da avaliagdo por microscopia eletronica de varredura das particulas
produzidas por spray drying foi possivel observar que a superficie externas apresentava
morfologia arredondada com formacgdes de concavidades e tamanhos variados, bastante
semelhantes para os trés materiais de parede utilizados (Figura 17)

As microcdpsulas apresentaram paredes continuas, arredondadas, sem fissuras,
rachaduras ou rompimentos, o que ¢ fundamental para garantir uma menor
permeabilidade a gases e maior protecdo e retencdo do recheio. Observou-se ainda a
presenca de concavidades, ou achatamentos na superficie, que sdao caracteristicas das
microcdpsulas produzidas por atomizacdo com goma ardbica como agente encapsulante

corroborando estudos descritos por Trindade e Grosso (2000).
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Figura 17: Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) com
aumento de 1500X e 10kv das microcdpsulas obtidas de EB A.chica com diferentes

materiais de parede atomizadas por spray drying com 20% de recheio.

A. A.chica microencapsulada com

Goma Arabica/ maltodextrina 1/1

B. A.chica microencapsulada com

Goma de cajueiro

C. A.chica microencapsulada com

Goma Arabica

4.1.2.3. Avaliacao da cor das microcapsulas obtidas por spray drying

Um dos parametros importante a ser observados para acompanhar processos de
degradag@o nos produtos microencapsulados de A. chica foi a cor. Devido a facilidade
de oxidacao deste extrato, resultando em alteracdo da coloragao.

Para a caracterizagdo da cor dos produtos, utilizou-se o sistema de cores
CIELAB com seus trés parametros: parametro L* e as coordenadas cromadticas a* e b*.
O parametro L* estd associado a luminosidade das amostras e pode variar de 0 a 100, os
valores mais altos de L* (préximos de 100) caracterizam as amostras mais claras e os
menores valores de L* (menores que 50) caracterizam amostras mais escuras. A
coordenada cromatica a* estd associada a dimensdo verde-vermelho; valores positivos
de a* indicam amostras mais avermelhadas, valores negativos de a* indicam amostras
mais verdes. Finalmente a coordenada cromdtica b* estd associada a dimensdo azul-
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amarelo; valores positivos de b* indicam amostras mais amareladas, valores negativos
de b* indicam amostras mais azuladas.

O valor de croma foi proporcional a intensidade da cor e indica o grau de
saturagdo, este resultado sugere uma maior estabilidade de cor vermelho-alaranjado em

microencapsulados obtidos com diferentes gomas como material de parede (Tabela 17).

Tabela 17- Avaliacdo da cor do extrato de Arrabidaea chica produzido por spray-dried

usando diferentes matrizes poliméricas.

Amostras L* a* b* C* H

Goma cajueiro  yo 340,095 29724025 21,53 %4041 36,70°40.43  35.92°40.32
Goma arabica  44.28°20.69 33.94°:038 29.05"+0.35 44.69°£0.52 40,56°+0,04

Goma arabica/ 32,32°+0,08 34,05biO,19 28,04 °+0,36 44,11bt0,38 39,47°+0,21
maltodextrina

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p <0,05).

Os valores de L* (luminosidade) apresentaram diferengas significativas entre os
tratamentos, sendo as particulas obtidas com goma de cajueiro as menos escuras quando
comparadas entre si. As amostras obtidas com goma ardbica apresentaram valores de L*
menores, 0 escurecimento pode ter ocorrido por influéncia dos materiais de parede e
pode ser atribuido ao material ndo-encapsulado, o qual mostra um maior contato com o
oxigénio, ou até mesmo para o material em contato com o oxigénio presente no interior
dos poros ou por causa da degradacdo deoxiantocianidinas, também pode estar
relacionado com a presenca de agucares, em conjunto com proteinas, o que pode
resultar na reacdo de Maillard (escurecimento ndo enzimatico) forma¢dao de compostos
com coloragdo castanha, que geralmente ocorre durante o processamento de alimentos,
a temperaturas elevadas durante o armazenamento por muito tempo (Tonon et al.,
2010,). Estupifian, et al., 2011), relataram que a adicdo de maltodextrina como agente
portador para a obtencdo do pé de antocianina feijoes por liofilizagdo mostrou ser uma
técnica util para aumentar a estabilidade da cor e da bioatividade durante o

armazenamento. Righetto (2003) avaliou a estabilidade do p6 de acerola produzido por
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secagem por spray drying, utilizando-se combinac¢des de maltodextrina e goma ardbica
como agentes de suporte, e observaram a ocorréncia do escurecimento ndo enziméatico
durante o armazenamento, em todas as amostras.

A avaliacdo de cor dos extratos microencapsulados de A. chica demostraram
valores préximo ao angulo de 40 °, descritos como amostra vermelha-alaranjado que é
que tambem estd relaciionado a concentracdo de antocianinas na amostra (Garcia-
Marino et al. 2013).

Foi realizado estudo de estabilidade das amostras de microcdpsulas contendo
extrato de A.chica e parede de goma ardbica acondicionadas em diferentes tipos de

embalagens.

4.2. Selecao das embalagens utilizadas no armazenamento do extrato e

formulacoes semissdlidas
As embalagens utilizadas para condicionamento de produtos farmacéuticos

possuem importante papel na manutencao da estabilidade farmacéutica, uma vez que os
compostos da embalagem podem interagir com o produto promovendo sua
instabilidade. Durante o desenvolvimento de um produto € essencial a escolha de um
recipiente de acondicionamento compativel com a substincia ativa e/ ou excipiente
adequado a forma farmacéutica. Sempre que necessario, o material da embalagem deve
proteger de fatores ambientais como umidade, ar e luz, a fim de manter sua estabilidade.
Por esse motivo o estudo de estabilidade de farmacos e medicamentos deve ser
conduzido com produto acondicionado na embalagem proposta (Gil 2010).

Todas as embalagens utilizadas no estudo foram avaliadas quanto a sua
protecdo a luz, pois esse é um fator determinante na decomposi¢do de antocianinas,

(Tabela 18).
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Tabelal8: Avaliacdo de protecdo contra raios UV-vis expresso em % de protecado, das

embalagens utilizadas no teste de estabilidade da matéria prima e formulagao.

Embalagem Protecao raios UV/Vis
Pote pléstico >99
Vidro >99
Sachés >99
Bisnaga aluminio >99
Bisnaga pléstica verde >99

Foram realizados os espectros de absorcao no UV/Vis das embalagens utilizadas
para acondicionar os extratos microencapsulados e as respectivas formulagdes
semissOlidas contendo os extratos de A.chica livres e microencapsulados. Observou-se

que todas as embalagens utilizadas neste teste seriam capazes de proteger as amostras

em 99% dos raios UV/Vis (200-750 nm) (Figura 18).

Figura 18: Avaliacdo das embalagens quanto a prote¢do da radiagdo UV.
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N H H H |
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: Bisnaga aluminio i |

%1

L T B e B B B e B By B B B B B B e B By B B I B B O B A R SO |
550 600 650 700 750 800
‘Wavelength in nm

O extrato bruto microencapsulado foram entdo embalado em saches de
polietileno revestido com aluminio, vidro ambar, pote polietileno foram submetido ao
estudo de estabilidade em camara climdtica a 40°C e 75% UR, avaliando pH, umidade e
teor de carajurina nos tempos 0, 30, 60, 90 e 180 dias conforme RE01/2005 ANVISA.

Além disso, as particulas de goma ardbica foram embaladas em saches também
foram submetidas ao estudo de estabilidade nas seguintes condicdes 10°C e 25°C,

avaliando pH, umidade e teor de carajurina nos tempos 0, 30, 60, 90 e 180 dias.
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Uma amostra de cada tipo de matrix polimérica (goma ardbica, goma de cajueiro
e goma ardbica\maltodextrina) foi embalada em pote de vidro, bem vedade e

armazenados em freezer a -19°C.

Figura 19: Embalagens utilizadas no estudo de estabilidade do extrato bruto de A.chica

microencapsulado.

4.3. Avaliacao estabilidade do Extrato bruto A. chica microencapsulado

A estabilidade de um produto € um parametro essencial no processo de garantia
da qualidade para assegurar, seguranca e eficdcia de produto farmacéutico ao longo do
seu prazo de validade.

Entre os fatores que exercem grande influéncia na estabilidade dos produtos
farmaceéuticos € possivel citar fatores extrinsecos como luz, umidade e ar que podem
afetar a estabilidade fisica dos medicamentos e acelerar o processo de decomposi¢io
quimica do farmaco, além de fatores intrinsecos, como hidrdlise, oxidacdo e fotdlise.
Finalmente ha os fatores inerentes a formulacdo como, por exemplo, polimorfismo,
incompatibilidade, pH, tamanho da particula e vaporizagao (Ansel, 2000).

O teste de estabilidade acelerado foi realizado segundo RE n° 1/2005 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria, portanto cabe ressaltar que para os célculos realizados
para obtencdo da linearizagdo e cinética de degradacdo, foi utilizada a porcentagem

maxima de teor degradada ao longo de 180 dias.
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De acordo com o International Conference on Harmonization (ICH), ANVISA
RE 01/2005, para estudos de estabilidade, o Brasil encontra-se na regiao climética IV,
com temperatura média de 26 °C e 70% de UR. Estes roteiros para andlise da
estabilidade de medicamentos sugerem a execucao de estudos de degradacdo acelerada
de acordo com a drea climédtica em que se encontra cada Pais. Para os Paises situados na
regido IV, os ensaios de degradacdo acelerada devem ser conduzidos a 40 °C e 75% de
UR, durante o periodo de seis meses e a 50°C e 90% de UR, durante o periodo de trés

meses.

Assim os extratos de A. chica microencapsulados e livres, armazenados em trés
tipos diferentes de embalagens (pote de polietileno, vidro e sachés) foram submetidos a
teste de estabilidade. J4 na primeira observacdo apds 15 dias, foi possivel observar
degradacdo do extrato ndo encapsulado e microencapsulado com goma arabica e
maltodextrina apds exposicdo a 40°C de temperatura e 75% de umidade relativa (UR)

com perfil semelhante para todas as embalagens (Figura 20).

Figura 20: Influéncia do processo de microencapsulamento e modo de armazenagem
do EB Arrabidaea chica, (A,C,E)- armazenada a -18°C e (B,D,F) ap6s 15 dias de
armazenamento a 40°C e 75% UR. (A) ndo encapsualdos; (B) ndo encapsualdos; (C)
Microparticulas GA; (D) Microparticulas de GA (E) Microparticulas de GM; (F)
Microparticulas de GM

As amostras ndo encapsuladas e as microparticulas de goma ardbica

maltodestrina apresentavam modificacdes drasticas apds 15 dias em camara climética a
40°C e 75% de umidade apresentaram aspecto vitrificado (figura 20). As amostras
microencapsuladas com goma ardbica continuaram com coloracdo e aspecto fisico

constante. O teor de carajurina na amostra livre apresentou reducdo de 57% em relagao
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ao teor original enquanto na amostra microencapsulada com goma ardbica apenas
apresentou uma redu¢do de 6% no mesmo periodo.

As microcdpsulas de A, chica com de material polimérico Goma ardbica/
maltodextrina compactaram quando armazenadas em frasco de vidro, perda da
coloragao quando armazenadas em sachés e pote de polietileno nas condi¢des de 40°C e
75% de umidade, em 15 dias de exposi¢do com redu¢do no teor de carajuina de 75%. O
perfil de peso molecular da matriz portadora € um dos fatores determinantes para a
estabilidade oxidativa dos produtos microencapsulados (Drusch et al.2009a,b), o que
podem justificar a degradacdo do produto encapsulado com goma ardbica/ matodextrina
1/1.

Com base nos dados observados (teor de carajurina inferior (Goma de cajueiro)
e decomposi¢cdo a temperatura de 40°C e 75% de umidade ) nas trés amostras de A.
chica microencapsuladas e vitrificacio da amostra ndo encapsulada, optou-se pela
continuidade do teste de estabilidade nestas condigdes com apenas o produto
microencapsulado com goma ardbica.

Além disso, também realizamos teste de estabilidade das amostras
microencapsuladas com goma ardbica armazenadas em mesma embalagem (sachés) e
diferentes temperaturas (10, 25 e 40°C também por um periodo de 6 meses).

As amostras microencapsuladas, armazenadas em diferentes embalagens, sendo
mantidas nas mesmas condi¢des de umidade e temperatura (40°C e 75% UR) durante o
estudo de estabilidade acelerada, apresentaram aumento no teor de umidade de 41, 39 e

34% respectivamente, apds 180 dias de estocagem nestas condi¢des (Tabela 19).

Tabela 19: Perdas por dessecagdo das amostras A.chica microencapsuladas com goma

ardbica armazenadas em diferentes embalagens a 40°C e 75% de umidade

Tempo Pote Plastico Vidro Sachés
(dias) (%)* (%)* (%)*
0 6,55+0,12 (1,83) 6,55+0,12 (1,83) 6,55+0,12 (1,83)
30 6,29+0,16 (2,54) 7,44+0,36 (4,84) 6,47+0,27 (4,17)
60 6,98+0,18 (2,58) 8,17+0,25 (3,06) 10,21+0,93 (4,43)
90 9,84+0,17 (1,72) 8,03+0,35 (4,36) 7,21+£0,43 (5,96)
180 11,07+0,55(4,97) 9,93+0,18 (1,81) 10,69+0,55 (5,15)

* Todos os resultados s@o expressos como: Média, Desvio padrdo e ( ) Coeficiente de

Variacdo para n=3
68



Estes resultados mostram que a embalagem de vidro apresentou menor absor¢ao
de 4gua, no periodo, em comparacdo com as outras embalagens. Por outro lado, os
primeiros dois meses, o pote de polietileno manteve mais estavel o teor de umidade das

microparticulas (Tabela 19).

Tabela 20: Avaliacdo do pH das amostras A.chica microencapsuladas com goma

ardbica armazenadas em diferentes embalagens a 40°C e 75% de umidade

Tempo Pote Vidro Sachés
( dias) plastico
0 5,88+0,01 5,88+0,01 5,88+0,01
30 4,99+0,02 5,66+0,01 5,78+0,006
60 4,97+0,02 5,54+0,006 5,47+0,01
90 4,90+0,01 5,50+0,01 5,61+0,01
180 4,95+0,02 5,4040,01 5,30+0,02

N=3 média * desvio padrao

O valor de pH € outroimportante fator importante no controle de estabilidade.
Neste estudo observou-se que a embalagem pote de polietileno apresentou maior queda
de pH em aproximadamente 15%, por outro lado o pote de vidro e sachés mantiveram o
pH bastente estdvel na faixa de pH 5 (Tabela 20). .

Finalmente os dados obtidos na determinagdo de carajurina por CLAE-DAD, nas
amostras microencapsuladas com goma ardbica, submetidas ao teste de estabilidade
acelerado, demostraram que a embalagem de vidro ndo foi capaz de retardar o processo
de degradacdo assim como o sachés (cerca de 88% reducdo do teor ) ao final do
experimento. Apos sessenta dias de armazenamento as embalagens pote polietileno e
vidro foram semelhantes, apresentando uma reducdo de cerca de 30% do teor de
carajurina enquanto que o material armazenado em saché apresentou uma reducdo de

apenas 19% (Tabela 21).
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Tabela 21:

Teor de carajurina determinado por CLAE-DAD em amostras

microencapsuladas com goma ardbica apds teste de estabilidade a 40°C e 75% umidade.

Tempo Pote Vidro Sachés

( dias) plastico
0 2,32 0,12 (5,15) 1,92 +0,03 (1,56) 1,92 +£0,03 (1,56)
30 2,12 £0,07 (3,34) 1,52 £0,04 (2,47) 1,69 £0,04 (2,47)
60 1,57 £0,05 (2,74) 1,33 £0,04 (2,74) 1,55 £0,02 (1,48)
90 1,22+0,03 (2,62) 1,21+0,02 (1,33) 1,38+0,04 (3,18)

180 0,90+0,02 (1,70) 0,23+0,006 (2,60) 0,21+0,003 (1,62)

n=3 valores expressos em média + desvio padrdo e () coeficiente de variacao %.

4.3.1. Determinacao da constante da velocidade de degradacio e prazo de validade
A embalagem pote polietileno foi a que apresentou maior meia vida do produto,
quando comparada com embalagem de vidro dmbar e sachés, apesar de ter apresentado

alteracdo no valor de pH (5,88 para 4,95) e na coloracdo final.

Figura 21: Aspecto macroscépico do EB A.chica microencapsulado com goma ardbica
em diferentes embalagens e armazenadas a 40°C e 75% de UR

Pote

Vidro
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As amostras armazenadas em pote de polietileno foram as que apresentaram
maior escurecimento e também houve a formacgdo de torredes, tanto nesta embalagem
quanto no saché no tempo de 180 dias (Figura 21).

E amplamente reconhecido no campo das ciéncias farmacéuticas que a
exposi¢ao de farmacos no estado sélido a altas taxas de umidade relativa bem como a
associacdo entre o vapor d’agua com as particulas sdlidas pode acelerar a velocidade de
degradacao quimica do mesmo. Em geral, para reacdes que ocorrem com sélidos na
forma amorfa, a velocidade de reagdo aumenta com o aumento do conteido de 4gua,
fato que pode ser atribuido a capacidade do s6lido amorfo de absorver o vapor d’agua
na sua estrutura, formando uma solucdo amorfa. A dgua absorvida é responsdvel pela
maioria dos tipos de reacdes de degradacao de farmacos como, por exemplo, reacdes de
hidrélise, oxidagdo e desaminacdo (Shalaev e Zografi, 1996). A embalagem pote de
polietileno foi capaz de manter o teor de umidade estdvel por sessenta dias, também foi
observada a menor redu¢do no teor de carajurina nesta embalagem ao final do
experimento, isso pode ser atribuido a diminuicdo de velocidade de reacdo de
degradacdo em fun¢do da menor alteracio de umidade, independente da alteracdo do
pH.

A temperatura é fator determinante no processo de egradacdo das antocianinas.
Portanto, as amostras microencapsuladas com goma ardbica de A. chica foram entdo
embaladas em sachés e armazenadas em diferentes temperaturas (10+£2)°C, (25+2)°C e
(40+2)°C durante 180 dias. Os resultados de pH, umidade e teor de carajurina estdo

descritos nas Tabelas 22 a 24 e Figura 22.

Tabela 22: pH das amostras A.chica microencapsuladas com goma ardbica
armazenadas em sachés e diferentes condi¢Oes de temperatura por um periodo del80
dias .

Tempo Sachés Sachés Sachés
(dias) 40°C 25°C 10°C

0 5,80 £ 0,01 (0,17) 5,80 £ 0,01 (0,17) 5,80 + 0,01 (0,17)
30 5,78 £ 0,006 (0,10) 5,77 £ 0,006 (0,10) 5,56 £ 0,023 (0,42)
60 5,47 £ 0,015 (0,28) 5,79 £ 0,012 (0,20) 5,76 £ 0,006 (0,10)
90 5,60 + 0,021 (0,37) 5,78 £ 0,006 (0,10) 5,78 £ 0,012 (0,20)
180 5,30+£0,17 (3,21) 5,80 £ 0,017 (0,017) 5,81 +£0,010 (0,017)

N=3 valores expressos em média + desvio padrdo e () coeficiente de variagao.
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Avaliando a varia¢do do pH em diferentes temperaturas utilizando sachés como
embalagem, observou-se que houve ligeira alteragdo no pH (< 10%) nas amostras
armazenadas a temperatura de 40°C, enquanto que, nas amostras armazenadas em

temperatura de 25°C e 10°C o valor de pH manteve-se praticamente constante (Tabela

22).

Figura 22: Aspecto macroscépico do EB A.chica microencapsulado com goma ardbica
embalada em sachés e armazenada em diferentes temperaturas durante 180 dias
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Tabela 23: Perdas por dessecagdo das amostras A.chica microencapsuladas com goma
ardbica, armazenadas em sachés e em diferentes condi¢des de temperatura, durante 180

dias.

Tempo Sachés Sachés Sachés

( dias) 40°C 25°C 10°C

0 6,55 +0,12 (1,82) 6,55 +0,12 (1,82) 6,55 +0,12 (1,82)
30 6,47 £0,27 (4,12) 9,63 £0,27 (2,80) 11,63 +£0,25 (2,12)
60 10,38 +0,35 (3,38) 10,22 +0,39 (3,78) 9,53 +0,10 (1,01)
90 7,70 £0,17 (2,15) 8,92 £ 0,06 (0,67) 8,47 +0,37 (4,42)
180 10,45 +£0,31(2,99) 12,33+ 0,0,23 (1,87) 8,32 +£0,15 (1,76)

N=3 valores expressos em média + desvio padrdo e () coeficiente de variagao.
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As amostras armazenadas a temperatura ambiente apresentaram maior teor de
umidade

Com relagdo ao teor de carajurina os sachés contendo extrato bruto
microcapsulado com goma ardbica armazenada a 10°C apresentaram a maior

concentracdo ao final do periodo de 180 dias (Tabela 23).

Tabela 24: Teor de carajurina em amostras microencapsuladas com goma arédbica apds
teste de estabilidade com mesma embalagem a 10°C, 25°C 40°C e 75% umidade.

Tempo Sachés Sachés Sacheés
(dias) 40°C 25°C 10°C

0 1,92 +0,03 (1,56) 1,92 +0,03 (1,56) 1,92 +0,03 (1,56)
30 1,69 £0,04 (2,47) 1,87 £0,10 (5,32) 2,05 0,05 (2,33)
60 1,55 £0,02 (1,48) 1,69 £0,09 (5,10) 1,71 £0,04 (2,16)
90 1,38+0,04 (3,18) 1,60+0,05 (3,37) 1,62+0,05 (3,35)
180 0,21+0,003 (1,62) 0,68+0,02 (3,01) 0,85+0,04 (4,70)

N=3 valores expressos em média + desvio padrao e () coeficiente de variacio

ApOs a linearizacdo dos dados (r), por modelos matematicos foi observado que
o modelo que melhor descreveu a cinética de degradagdo do extrato microencapsulado
foi o de ordem zero, ou seja, o extrato bruto microencapsulado de A.chica se decompde
em um ou mais produtos de degradacdo com velocidade de reacdo diretamente
proporcional a concentracdo dos reagentes (Gil, 2010).

Portanto, a constante de velocidade (k) e o tempo necessario para que o teor do
farmaco seja reduzido a 90% (t90%) foram calculados a partir das equagdes para ordem

zero (Tabela 25, Figura 23 a 27).
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Tabela 25: Teor de carajiruna determinado por CLAE-DAD em amostras
microencapsuladas com goma ardbica apds teste de estabilidade com diferentes
embalagens a 10°C, 25°C 40°C e 75% umidade, dados utilizados calculo de cinética de

degradacdo.

Tempo Sachés Sachés  Sachés Pote  Vidro
plastico ambar

(dias) 40°C 25°C 10°C 40°C  40°C

0 1,92 1,92 1,92 2,32 1,92

30 1,69 1,87 2,05 2,12 1,52

60 1,55 1,69 1,71 1,57 1,33

90 1,38 1,6 1,62 1,22 1,21

180 0,21 0,68 0,85 0,9 0,23

Figura 23: Grifico da degradacdo de carajurina embalada em saches e armazenada a

40°C e 75% de umidade em camara climatica Tecnal.
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Figura 24: Grifico da degradacdo de carajurina embalada em saches e armazenada a
25°C

2,5
@
S 2 =-0,0071x+ 2,0608
a * —~—& R2=0/9355
EJ!! 1,5 ¢
(o] ! —
[+
£ 1
]
9
e 0,5
(%]
=

0
0 50 100 150 200
dia

Figura 25: Grifico da degradacdo de carajurina embalada em saches e armazenada a
10°C em camara climatica.
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Figura 26: Grafico da degradagdo de carajurina embalada em pote de polietileno de alta
densidade (embalagem pote pléstico), com tampa rosquedvel e batoque e armazenada a
40°C e 75% de umidade em camara climética.
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Figura 27: Gréfico da degradacdo de carajurina embalada em pote de vidro ambar com
tampa rosquedvel (embalagem vidro ambar) e armazenada a 40°C e 75% de umidade
em camara climatica.
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A constante da velocidade de degradacdo para cada tempo foi calculada através
das equagdes, a meia-vida (t""? do farmaco e o prazo de validade (top) a temperatura de
40 °C e 75% UR foram calculados a partir das equagdes, respectivamente (Tabela 26).

As reacdes de primeira ordem podem ser expressas matematicamente, pelas

seguintes equagdes.
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(Co—Ct)
t

K =

Equacao (4)

{Co—50%)

t 500 = Equacao (5)

Portanto, considerando que o prazo de validade corresponde a perda de, no

maximo, 10%, o tempo de estabilidade pode ser expresso matematicamente;

{Co—90%)

t 900 = Equacao (6)

Onde:
Co = Concentragao inicial do farmaco;

C; =Concentra¢do do farmaco a uma dada temperatura e,

t= tempo em dias

Tabela 26 Valores de k, tsog€ toog obtidos utilizando-se as equagdes 2,3 e 4 para as
condi¢des em estudo.

Condicoes Embalagens ( difs'l) (:191(;:7;) ((tisi(Z;)
10°C Sachés 0,18 54 160
25°C Sachés 0,21 52 137
40°C Sachés 0,285 20 101
40°C Pote plastico 0,24 20 102
40°C Vidro dmbar 0,24 29 114

A temperatura de armazenagem de 10°C foi a que apresentou maior meia vida
para esse tipo de embalagem (sachés), entretanto as amostras armazenadas a 25°C e
10°C obtiveram prazos de validade muito proximos com diferenca de apenas dois dias
(tabela 26).

As amostras armazenadas a 10°C obtiveram um aumento no prazo de validade
em 2,7 vezes quando comparada com a amostra armazenada a temperatura de 40°C e
75% UR, variacOes bastante semelhantes a relatada por Ersus e Yurdagel (2007) em
estudo de estabilidade de pigmentos antocianicos. Estes autores relatarm que quando
armazenados a 4°C a meia vida foi aumentada em 3 vezes em comparagdo com aqueles

armazenados a 25°C.
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As microcédpsulas de Goma ardbica, goma de cajueiro e mistura de goma ardbica
maltodextrina apés 10 meses armazenados a menos dezenove graus Celsius
demonstraram perfil de degradacdo externo e interno das microcédpsulas. Observamos
que houve degradag@o dos extratos ndo encapsulados que ficaram na superficie das

microcdpsulas (Figura 28 até 36).

Figura 28: Extratos de A. chica presentes A) na superficie e B) interior das
microencapsulado com goma arabica/ maltodextrina

Figura 29: Cromatograma do material depositado na superficie das microcdpsulas de
Goma ardbica e matodextrina.
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Figura 30: Cromatograma do material depositado no interior das microcdpsulas de
Goma ardbica e matodextrina.
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Figura 31: Extrato de A. chica presentes na A) interior e B) superficie das
microencapsulado com goma cajueiro.
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Figura 32: Cromatograma do material depositado no interior das microcdpsulas de
Goma cajueiro
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Figura 33: Cromatograma do material presente na superficie das microcdpsulas de
Goma cajueiro
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Figura 34: Extrato de A. chica presentes na A) superficie e B) interior das
microencapsulado com goma arabica.

Figura 35: Cromatograma do material presente na superficie das microcdpsulas de
Goma ardbica
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Figura 36: Cromatograma do material depositado no interior das microcdpsulas de

Goma arabica
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Todas as amostras analisadas apresentaram um perfil semelhante de degradacao
externa (destacado em vermelho), mas o material encapsulado permaneceu com o
mesmo perfil avaliado para as 3-deoxiantocianidinas. Esse dado demonstrou que o
processo de encapsulacdo foi capaz de proteger o extrato de A. chica de processo de

degradacao.

4.4. Formulacoes semissdlidas para uso em cicatrizacio
Inicialmente nosso grupo testou o extrato de A. chica livre e o microencapsulado

com goma ardbica, sem incorpord-los em formulacdes, em modelo de cicatrizacdo in
vivo em ratos Wistars. O extrato microencapsulado demonstrou melhor resultado
comparado com o extrato ndo encapsulado, com reducdo da tlcera de 10% superior ao
extrato livre. A partir dessas observagdes nds propomos as formulacdes com o produto
microencapsulado. O extrato microencapsulado foi o mais instavel nas formulacdes
semissdlidas, portanto serd necessdria a continuidade desses estudos, com diferentes

matrizes poliméricas, a fim de obtermos formulagdes com maior estabilidade.
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Neste estudo optou-se por formulagdes semissélidas semelhantes aquelas
distribuidas pela Botica da Familia nos Postos de Saude de Campinas, SP. Foram
produzidas duas formulagdes de tipo gél (Carb0p01® 940 e Natrosol®) , duas
formulacdes diferentes de cremes A/O, uma usando base Lanette comercial O/A e
formulada de acordo com Formuldrio de Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira

(Brasil,2011).

4.4.1. Teste de Estabilidade preliminar das Formula¢oes semissoélidas

O teste de estabilidade preliminar de formas farmacéuticas consistiu em
submeter as amostras a condi¢Oes extremas de temperatura avaliar vérios parametros de
acordo com a forma cosmética em estudo.

Este teste permite ao formulador escolher, dentre as vérias féormulas da etapa de
desenvolvimento do produto e em concordancia com os critérios estabelecidos para a
aceitacdo ou rejei¢do, qual ou quais estdo aparentemente estaveis (Baby et al., 2007;
Brasil, 2004).

Assim esta avaliacdo preliminar da estabilidade envolve, comumente, um
nimero elevado de formulacdes submetidas a condi¢des drasticas de temperatura, efeito
da gravidade e umidade, permitindo desta forma selecionar aquelas com melhor
desempenho quanto a estabilidade fisica e fisico-quimica. Usualmente, as preparacdes
sdo submetidas ao ensaio de centrifugacao e estufas.

As informagdes obtidas nesse estudo preliminar sdo particularmente importantes
para os veiculos emulsionados, pois quando estocados podem fornecer sinais de
desestabilizacdo como, cremeacdo, sedimentacdo, floculagcdo, coalescéncia e, por fim,
separacdo das fases e a inativacdo de substancias ativas e ineficicia do sistema (Idson,
1988; Washington, 1996).

O teste de estabilidade preliminar tem a duracdo de 15 dias, sendo a primeira
avaliagdo realizada no tempo um (tl), que corresponde a 24h apds a manipulacdo e/ou
producdo, para que o produto possa adquirir viscosidade e consisténcia final, apds sua
maturacdo. As demais avaliacdes foram realizadas diariamente, durante toda a duragao

do teste (Lachman; Lieberman; Kanig, 2001). Alguns os parametros analisados para
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cada amostra sao avaliacdo do aspecto, cor, odor, pH, e foram apresentados como a
média aritmética dos valores obtidos dos testes realizados em triplicata.

As bases de géis carbopol e natrosol apresentarm diminui¢do da viscosidade
quando incorporados a formulagao o extrato bruto de A. chica. Portanto foram avaliadas
vdrias concentracdes de incorporag¢do dos polimeros na formulacido estabelecendo uma
propor¢ao de 3% no caso de Carbopol® e 4% para o Natrosol®. No caso de formulacdes
fitoterdpicas do tipo gel, essas incompatibilidades geralmente acontecem entre o
polimero formador do gel e os outros constituintes da férmula, principalmente apds a
incorporacdo de extratos e tinturas, gerando processos de instabilidade como turbidez,
precipitacao, cristalizacdo, alteracdo da cor, alteracdo de odor, variacdo de viscosidade e

desestruturacio da cadeia polimérica (Ferreira, 2008).

Figura 37: Formulagdes de A.chica submetidas a teste de estabilidade e de cicatriza¢ao
in vivo em modelo experimental utilizando ratos Wistar.

Creme Lanette 12,5%

A chic

Gel de natrosol Creme Lanette 2,5 ca microencapsulode

2,5% A.chica Livre A.chica livre

4
R

—_— ~—~
Formulagdes semissélidas A.chica Apds 24h preparacio

O valor pH das formulagdes é um parametro de fundamental importancia para
garantir a estabilidade do produto final. Cada farmaco, dependendo das suas
propriedades fisico quimica possuem um regido de pH de méxima de estabilidade na

qual a velocidade de decomposicdo € minima (Gil, 2010). Os valores de pH das

84



formulagdes semissolidas contendo extrato bruto livre e microencapsulado de A.chica

foram avaliadas diariamente durante um periodo de 15 dias ( Tabela 27, Figura 38).

Figura 38: Solubilizacdo das Formulagdes de A.chica submetidas a teste de estabilidade
para medida de pH.

Tabela 27: Avaliacdo do pH das diferentes formulagdes submetidas ao teste de
estabilidade preliminar.

Amostra pH
5°C 25°C 40°C

1°dia 15 dias 1°dia 15 dias 1°dia 15 dias
Gel A. chica 4,88 4,89 4,88 4,94 4,88 5,02
carbopol®
Gel A. chica 5,70 5,69 5,70 5,61 5,70 5,61
Natrosol®
Creme 1 A.chica 5,70 5,80 5,70 5,80 5,70 5,55
Creme 2. chica 5,68 5,80 5,68 5,62 5,68 5,78
Creme 1. chica 6,35 —— -
microencapsulada
Creme 2. chica 5,63 5,66 5,63 5,62 5,63 5,55
microencapsulada

Esses resultados estdo adequados a faixa de pH cutaneo (entre 4,6 a 5,8).Esta
faixa de pH que contribui para que ocorra protecao antibacteriana e antifingica natural
da pele (Pinto et al., 1997 ). Os resultados das formulacdes indicam compatibilidade
entre o pH das formulagdes e o pH da pele.

No teste de centrifugacdo das formulagdes apenas a formulacdo contendo EB

microencapsulado levou a separacdo de fases, apds ser submetida a centrifugacao por 30
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minutos a 1320G. As demais bases cosméticas mostraram-se estaveis nesse teste
(Tabela 28).

Tabela 28: Teste de centrifugacdo

Amostra
A. chic

Centrifugacdo

5°C 25°C 40°C
1° 15 1° 15 1° 15°
Dia °
Gel
carbopol®

Gel
Natrosol®
Creme 1
Creme 2.
Cremel
micro
Creme 2.
micro

z zzz Z Z
Z zzz Z Z
zzZzZ Z Z
z zzz Z Z
zzzZ Z Z

N=Normal; SF=Separacao de fase.

O armazenamento em condi¢des drasticas (40°C e 75% UR. ) provocou
mudancas na coloracdo de todas as formulagdes apds 15 dias de armazenamento

Segundo Singh et al., (2008), variagdes de cor e odor em geral ndo sao
consideradas significativas para formulacOes fitoterdpicas, uma vez que a temperatura
elevada pode interferir nas caracteristicas organolépticas das formulagdes semissdlidas,
havendo necessidade de orientacdo ao paciente quanto a temperatura e o local de

acondicionamento adequando, conforme o tipo de formulacao.
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Figura 39: Aspecto macroscépico das formulagcdes contendo A.chica em bases
diferentes no estudo de estabilidade de 15 dias a) Creme Lanette A.chica
Mlcroencapsulada b) Creme Lanette A.chica Livre, c) Gel Carb0p01® A.chica Livre e d)
Gel Natrosol® A.chica Livre.
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Todas as formulacdes desenvolvidas neste trabalho apresentaram boa
espalhabilidade, sem apresentacdo de instabilidade da emulsdao pelas formas de

cremagem, floculagc@o ou coalescéncia durante o estudo de estabilidade preliminar.

4.4.1.2. Determinacio da concentracao de ativo na formulacao

Para determinacdo da concentracdo de carajiruna a ser empregadas nas
formulacdes, foi considerada a concentracdo da aglicona no extrato livre e extrapolou-se
para o extrato microencapsulado, que propiciou atividade de ED50 nos ensaios de
ulcera géstrica in vivo (Jorge, 2008)

As formulacdes semissolidas contendo EB livre de A. chica foram preparadas
com 2,5% do extrato bruto livre contendo 6,5% de carajurina, portanto, cada grama das
formulac¢des topicas continham 1,63 mg de carajuirna. Nas formulacdes preparadas com
o EB microencapsulado utilizou-se 12,5 g do mesmo em 100g de formulagdo,

apresentando concentracdo tedrica de 2,40 mg de carajurina por grama de produto.
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Ao avaliar o teor de carajurina nas formulagdes por CLAE/DAD observamos
que apresentaram o valor de 2,35 mg/g nas formulagdes contendo EB
microencapsulado, enquanto que o produto preparado com o extrato bruto livre continha
um teor inferior ao esperado entre 0,76 e 0,14) (1,63 mg/g) (Tabela 29 e Figura 40).
Essas diferengas nas concentracdes de carajurina nas formula¢des sugerem uma relacdo
com o tipo de base utilizada, que podem interferir no processo de liberacdo da
carajiruna. Observou-se que nas formulacdes O/A e/ou A/O tanto o EB livre como o
microencapsulado apresentaram maior concentracdo de carajurina, em comparacio as
formulacdes de géis.

Nas formulagdes de géis, o baixo teor do marcador carajurina verificado
possivelmente estd relacionado as suas propriedades reoldgicas.

Entre as propriedades consideradas, produtos com caracteristicas tixotropicas
tendem a ter maior vida de prateleira (“shelf-life”), pois, durante o armazenamento, este
apresenta viscosidade constante, o que dificulta a separacdo dos constituintes da
formulacao (Martin, 1993). Além dessa vantagem, a obtencdo de formulacdes de uso
tépico com cardter tixotropico € bastante almejada, pois elas se deformam durante a
aplicacdo, ou seja, tornam-se mais fluidas, facilitando o espalhamento e recuperando a
viscosidade inicial no momento que se encerra a aplicacdo, o que evita que o produto
escorra (Corréa et al.2005).

O tipo de polimero empregado na formulagdo do gel pode influenciar o
comportamento reoldgico desta e, portanto, pode influenciar a estabilidade fisica do
produto, assim como, no seu comportamento sobre a pele (liberacdo do ativo pelo
veiculo e formacdo de filme na pele) resultando em diferentes graus de aceitacdo do
mesmo pelo consumidor (Correa et al.2005).

Observou-se que em todas as formulacdes contendo extrato bruto livre houve
uma reducdo no teor de carajurina, a maior queda na concentracdo de carajurina foi
observada apdés armazenamento sob temperatura de 40°C e 75% de UR. Sendo
observada a redugdo do teor de carajurina na formulagdo creme A/O numa proporcao de
81%. As formulacdes contendo gel de natrosol e geis de carbopol tiveram uma queda no

teor de 45% e 36% respectivamente, sendo assim esta ultima, a formulacdo mais
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estdvel. Ap6s trinta dias de armazenamento as formulacdes com gel Natrosol® 2a

temperatura ambiente apresentaram uma queda do teor de carajurina em 14 %.

Tabela 29:  Teor de carajurina nas formulagdes semissélidas contendo A.chica apds
15 dias de armazenamento.

Formulacao Analise 1 Analise2 Analise3 Teor de Desvio Cv *
Semissolidas (mg/g) (mg/g) (mg/g) carajurina padrao (%)
(mg/g)

Creme?2 microencapsulado 5°C 2,49 2,19 2,38 2,35 0,15 6,45
Creme 1 microencapsulado 25°C 2,3 2,3 2 2,20 0,141 6,43
Creme2microencapsulado 25°C 1,8 1,84 1,9 1,85 0,041 2,23
Cremel livre 5°C 0,75 0,80 0,74 0,76 0,03 4,21

Cremel livre 25°C 0,45 0,453 0,471 0,46 0,009 2,02
Cremel livre 40°C 0,14 0,143 0,147 0,14 0,003 2,00
Natrosol 5°C 0,46 0,50 0,50 0,49 0,023 4,74
Natrosol 25°C 0,35 0,346 0,356 0,35 0,004 1,17
Natrosol 40°C 0,231 0,216 0,217 0,22 0,007 3,09
Natrosol 25°C** 0,306 0,278 0,321 0,30 0,018 591

Carbopol 5°C 0,54 0,53 0,52 0,53 0,01 1,89
Carbopol 25°C 0,4 0,41 0,398 0,40 0,005 1,30
Carbopol 40°C 0,33 0,34 0,35 0,34 0,008 2,40

*Coeficiente de varia¢do, ** 30 dias de armazenamento
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Figura 40: Representacdo grafica do teor relativo de carajurina em diferentes
formulacdes contendo EB livre de A. chica no estudo de estabilidade preliminar.
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**Formulagdao com 30 dias de armazenamento a temperatura de 25°

ApoOs esse teste de estabilidade obser- se que o armazenamento na temperatura
de 5°C a mais adequada para o armazenamento sendo necessdrios maiores estudos das
interacdes do marcador com o veiculo.

A realizacdo do estudo preliminar de estabilidade foi de suma importancia para o
planejamento das formulacdes propostas, possibilitando a obtencdo de resultados
satisfatorios acerca da estabilidade do gel em um curto intervalo de tempo apds seu
desenvolvimento inicial. Isto possibilitou avaliar situagdes criticas, entre os principios
ativos e os excipientes que poderiam comprometer o desenvolvimento das formulagdes

farmaceuticas semissolidas (Isaac et al., 2008; Lima et al., 2008).

4.5. Analises farmacoldgicas das formulacoes contendo extrato bruto de A. chica
Os métodos de triagem in vifro sd@o extremamente importantes em estudos

iniciais, porém eles sdo incapazes de avaliar varidveis que possam interferir na eficécia

de substancias ativas, como sua penetra¢ao cutanea e metabolizacdo. Neste contexto os
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estudos em modelos in vivo de fundamental importancia permitindo constatar se as
formulagdes propostas irdo atuar na derme, penetrando a epiderme vidvel e depois na
derme (Gongalves e Campos, 2009).

Para realizar a avaliagdo in vivo foi escolhido o modelo de tlceras cutineo
induzida por cirurgia em ratos Wistars. As ulceras cutaneas foram analisadas
diariamente, medindo-se a drea de contra¢do, com auxilio de sonda periodontal, e
calculada a porcentagem de reducdo da drea (Jorge et al., 2008). Observou-se que as
ulceras dos animais do grupo controle salina (Soro fisiologico) permaneceram maiores
que as dos grupos tratados com as formulagdes semissélidas contendo extrato bruto de
A. chica. Ap6s 5 dias de tratamento os animais dos grupos controle negativo (salina) e
veiculo (Natrosol, Carbopol, creme A/O e O/A) estavam estressados apresentando
vermelhiddo, exsudato e pus, enquanto os animais tratados com as formulacdes
contendo EB A. chica apresentavam um comportamento mais docil e também verificou-
se a formagdo desta sem pus. No 10° dia notou-se a reducdo das tulceras, queda das

crostas e crescimento do pelo (Figura 41).

Figura 41: Estudo de cicatrizacdo em ratos Wistar.Fotos das feridas cirtrgicas durante
o tratamento com formulacdes semissolidas.
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a) Veiculo Creme Base 2 Lanette 5° dia

b) Veiculo Gel Base carbopol, 5° dia

¢) Veiculo Gel Base natrosol, 5° dia

d) Creme A/O 1 contendo extrato de A. chica microencapsulada 5° dia de tratamento

e) Creme 2 Lanette contendo EB A. chica livre formacao de crosta e sem pus 5° dia de
tratamento

f) Creme 2 Lanette contendo EB A. chica microencapsulada crosta grossa sem pus

5°dia,

g) Gel 3% Carbopol 2,5% EB. A. chica livre formagdo de crosta apds o 5° dia de

tratamento.

h) Creme A/O 1 contendo extrato de A. chica microencapsulada 10° dia

1) Gel carbopol A. chica livre fchamento da tlcera 10° dia.

J) Creme 2 Lanette contendo EB A. chica livre

k) Gel 4%Natrosol A. chica livre 10° dia crosta solta

1) Gel 2%Natrosol A. chica livre10° dia soltou a crosta fechamento da ulcera

Na anélise estatistica feita houve diferencga significativa entre os grupos testados

com veiculo, as formulagdes contendo A. chica evidenciando sua acdo cicatrizante.

(Tabelas 30 a 33 e Figura 42 a 44).

Tabela 30: Tratamento estatistico dos dados teste de cicatrizagdo in vivo das
formulacdes semissolidas contendo gel de Natrosol e extrato livre e microencapsulados
de A. chica.

Grupo Contagem  Soma Média Varidncia
Gel base 2% 1 5 18511 370 36779
Gel2% natrosol +EB 5 256,44 21,3 524,11
Gel base 4% 5 401,44 80,3 134,12
Gel 4% natrosol+EB 5 349,78 70,0 301,20
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Tabela 31: Teste ANOVA teste de cicatrizagdo in vivo das formula¢des semissolidas
contendo gel de Natrosol e extrato livre e microencapsulados de A. chica.

Fonte da variagéo sQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 5570,46 3 1856,82 5,60 0,00807 3,24
Dentro dos grupos 5308,87 16 331,80
Total 10879,33 19

Figura 42: Griéfico de contragao da area da ferida em ratos normoglicémicos,apds 10
dias de tratamentos com Gel base de Natrosol 2% e 4% em comparagcdo ao Gel de
Natrosol 2% e 4% com Extrato Bruto de Arabidaea chica (EB).
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Teste ANOVA observa-se diferencas estatisticamente, significativas entre os
valores obtidos para a reducdo das feridas, ja que o valor de P calculado (0,008)
situou-se abaixo do valor de pré-estabelecido (0,05) (Tabela 30). Os resultados Fea>Fiap
5,6>3,24 demostraram que houve diferenca significativa entre a base de gel natrosol e

o gel contendo 2,5% de extrato de A. chica
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Tabela 32: Tratamento estatistico dos dados teste de cicatrizagdo in vivo das
formulacdes semissélidas contendo creme 1 base e gel base, salina comparados com
creme 1 e gel de Carbopol + extrato livre e creme 1 microencapsulados de A. chica

Grupo Contagem  Soma Média  Varidncia
Salina 1 5 296,44 59,3 173,20
Creme basel 2 5 203,56 40,7 173,20
Gel base carbopol 5 296,44 59,3 173,20
Creme 1 +EB 3 5 366,67 73,3 126,81
Gel carbopol +EB 5 5 368,44 73,7 225,32

Tabela 33: Teste ANOVA aplicado para avaliacdo do processo de cicatrizagdo in vivo das
formulagdes semissdlidas contendo semissdlidas contendo creme 1 base e gel base, salina

comparados com creme 1 e gel de Carbopol + extrato livre e creme 1 microencapsulados
de A. chica

Fonte da variagdo sQ gl mMQ F valor-P  F critico
Entre grupos 3651,35 4 912,84 5,24 0,00473 2,87
Dentro dos grupos 3486,89 20 174,35
Total 7138,24 24

Figura 43: Gréfico de contragdo da drea da ferida em ratos normoglicémicos, apds 10
dias de tratamento com Gel de Carbopol e creme com Extrato Bruto de Arabidaea chica
(EB) em comparacao ao Gel e creme base
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Os valores obtidos de F., > Fep (5,24>2,87) com 95% de confianga demostrou
que as formulagdes semissOlidas contendo extrato bruto de A.chica foram capazes de
reduzir em 73% a tlcera cutanea em ratos Wistar nomoglicémicos quando comparados

ao grupo controle, independente do veiculo da formulacio (creme ou gel).

Tabela 34: Tratamento estatistico dos dados referente ao ensaio de cicatrizacdo in vivo
das diferentes formulacdes semissoélidas contendo extrato livre e microencapsulados de
A. chica

Grupos Contagem  Soma Média Varidancia

gel carbopol+ A. chica 5 366,67 73,3 126,82
creme A/O Micro+ A.

chica 5 368,44 73,7 225,32
gel natrosol 2%+ A. chica 5 401,44 80,3 134,12
gel natrosol 4%+ A. chica 5 349,78 70,0 301,19
creme Lanette+ A. chica

Livre 5 359,11 71,8 100,11
creme Lanette Micro+ A.

chica 5 353,33 70,7 193,58

n=5 Animais

Tabela 35: Teste ANOVA de todas as formulacdes semissdlidas contendo extrato livre
e microencapsulados de A. chica,utilizadas no ensaio de cicatrizagdo in vivo

Fonte da varia¢do sQ gl mMQ F valor-P  F critico
Entre grupos 346,51 5 69,30 0,385 0,8543 2,62
Dentro dos grupos 4324,57 24 180,19
Total 4671,07 29

6 grupos contendo 5 animais/grupo com 95% de confianca

Estatistica utilizou-se ANOVA via udnica com 95% de confianca, para
comparacdo entre todas as formulagdes semissélidas utilizadas no teste de cicatrizagdo
in vivo, obtivemos F., < Fy (0,385< 2,62) e P calculado (0,854) situou-se acima do

valor de pré-estabelecido (0,05), demonstrando que ndo houve diferenga (Tabela 35).
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Figura 44: Grafico de contragdo da area da ferida em ratos normoglicémicos, apds 10
dias de tratamento com Gel de Carbopol e creme A/O microencapsulado (1 e 2) duas

formulacdes de gel de Natrosol com 2,5% Extrato Bruto de Arabidaea chica(EB).
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4.5.2. Teste hidroxiprolina

O coldgeno € uma proteina de alto peso molecular, composta de glicina, prolina,
hidroxiprolina, lisina e hidroxilisina, que se organizam em cadeias longas de trés feixes
polipeptidicos em forma de hélice, responsdveis pela forca da cicatriz. A sintese de
coldgeno € dependente da oxigenagdo das células, da hidroxilacdo da prolina e lisina,
reacdo essa mediada por uma enzima produzida pelo proprio fibroblasto, em presenca
de coenzimas (vitaminas A, C e E), ferro, testosterona, tiroxina, proteinas € zinco.
Através da determinacdo do contetido de coldgeno sintetizado seja no meio de cultura
de fibroblastos, seja no homogenato de tecidos é uma das maneiras de valiar também o
potencial cicatrizante de uma droga (Cilli et al. 2004; Maehata et al. 2007; Jorge,et al.
2008).

Assim, ao final do experimento de cicatrizagdo in vivo , as areas cirurgicas foram
retiradas e preparado o homogenato de cada pele para realizacdo do doseamento de
coldgeno. Observou-se que a formulagdo gel de Natrosol® contendo o extrato bruto livre

induziu a maior producdo de coldgeno em relacdo aos demais grupos (salina,
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veiculo,creme A/O, O/A e Carbopol®). Os animais que receberam tratamento didrio
com gel de Natrosol® com EB A. chica apresentaram concentracdo de coldgeno de
0,093ug. mL™ em equivalente de hidroxiprolina, enquanto que os tratados com solucio
salina e gel base de Natrosol® apresentaram concentragdo de 0,019;,1g.mL'1 e 0,028

u g.mL'1 em equivalente de hidroxiprolina respectivamente (Figura 45).

Figura 45: Variacdo da concentracdo de hidroxiprolina em homogenato de tecido apds

10 dias de tratamento com gel base, salinas e gel contendo EB A. chica.
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Certas vantagens sdo encontradas na utilizacdo de géis semissolidos. Este tipo de
formulacao pode ser aplicado em uma regido restrita, possui elasticidade e viscosidade,
que sdo fatores que influenciam diretamente na sua capacidade lubrificante e a
capacidade de formar uma matriz que permite a retencdo de grandes quantidades de
solvente em seu interior, podendo assim ser capaz de liberar os farmacos de forma
controlada e/ou prolongada (Peppas et al. 2000; Chalupovd, Masteikovd e Savickas,
2005).

Em formulagdes semissdlidas, a liberagdo dos farmacos depende da capacidade
de difusdo destes através da matriz em que estes estio embebidos. A tixotropia
demonstra a existéncia de uma menor velocidade de reorganizacdo do sistema
polimérico que compde a matriz semissolida onde estdo presentes os fairmacos apds ter

sido aplicada uma forca, tal qual aquela aplicada para o espalhamento de uma
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formulacdo sobre a superficie desejada. Esta menor velocidade de reorganizacdo do
sistema propicia uma maior difusdo dos farmacos para fora da matriz polimérica, desta
maneira aumentando a capacidade dos farmacos sairem da formulacdo (Lee et al.,
2009). Essa propriedade sugere a maior sintese de coldgeno observada para a
formulacdo contendo gel de Natrosol®, portando sugere-se que o efeito indutor de
coldgeno pode ser atribuido ao extrato bruto uma vez que o resultado do gel base foi

muito semelhante ao do grupo salina.

5. Conclusao

Este trabalho permitiu estabelecer os parametros necessarios para a transposi¢ao
da escala laboratorial para semi piloto da producdo dos extratos padronizados de A.
chica. Os resultados alcangados estabeleceram parametros de qualidade, eficidcia e
reprodutibilidade, necessérios a produ¢do de medicamentos fitoterdpicos.

A microencapsulagdo do extrato bruto de A.chica em trés diferentes materiais de
parede (goma ardbica GA, goma de cajueiro GC e mistura de 1/1 de Goma arabica /
maltodextrina GM) apresentaou bons rendimentos do processo de secagem por spray
drying de 82,0; 79,0 e 89,9% e com eficiéncia de encapsulacido de 94,0 83,5 e 88,5 %
respectivamente.

O teor de carajurina avaliado por CLAE-DAD foi de 6,5% para o extrato seco
sem encapsular, 1,92% (p/p) para microparticulas de GA, 1,62% (p/p) para GC e 1,99%
(p/p) para GM.

A microencapsulacdo demonstrou ser uma alternativa para aumento da
estabilidade do produto, mantendo o perfil quimico do extrato microencapsulado
quando analisado por ESI-MS-MS (modo positivo), igualmente observado para o
material livre. O ensaio da atividade antioxidante pelo método ORAC, para o extrato
microencapsulados (com goma ardbica, goma cajueiro € goma ardbica,/ maltodextrina)
apresentou atividade antioxidante de 1066,9, 1363,8 e 1026,2 uM TE/g 1/1
respectivamente.

O estudo de estabilidade acelerado (40°C £ 2°C; 75% U.R. £ 5%), realizado por
180 dias em camara climética, acelerou a cinética de degradacdo dos extratos bruto e

microencapsulado de A. chica, bem como suas respctivas formulacdes topicas. Portanto,
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extratos e formulagdes contendo A. chica ndo devem ser armazenados em temperaturas
elevadas.

As microparticulas de goma arédbica contendo EB A. chica, acondicionado em
embalagem pléstica, armazenado a 40°C e 75%UR por 180 dias, apresentou alteracdo de
cor (maior escurecimento), alteracdo no valor do pH, com queda de 16% ( 5,80 para
4,95), e reducdo no teor de carajurina de 61,2% em relagdo ao produto no tempo zero .
As embalagens de vidro e saché€s, nas mesmas condicdes, apresentaram menores
alteracodes de cor (vermelho mais claro), queda de pH de 8 e 10% (5,88 para 5,40 e 5,30)
e redugdo no teor de carajurina, 88,0% e 89,0% respectivamente.

O armazenamento em temperatura de 10°C foi mais adequado para a
preservacdo do perfil quimico do extrato bruto microencapsulado por goma arabica,
sendo observada uma meia vida de 160 dias e reducdo no teor de carajurina em 10% em
54 dias.

Todas as formulacdes semissolidas, avaliadas em modelos experimentais de
cicatrizacdo in vivo foram capazes de reduzir entre 80 a 70% a drea cutinea ulcerada em
10 dias de tratamento, enquanto que o grupo controle apresentou reducdo de 37% no
mesmo periodo. Também verificou-se que essas formulacdes semissolidas nao
apresentaram diferencas estatisticas entre si (p<0,05).

A formulagdo gel de Natrosol® contendo o extrato bruto livre demonstraram
maior producio de coldgeno quando comparadas com as outras formulagdes de controle

e bases.
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de bases semi sélidas contendo extrato de Arrabidaea chica Verlot para uso
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Sousa, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal
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2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, e o
DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 14 de marco de
2011.

Campinas, 14 de margo de 2011.

A . = 7 /7
Fho Whias oA (Wil

/ Ana Méria Ak | :
(Profa. Dra. Ana Maria A./Guaraldo Fatima Alonso
Presidente Secretaria Executiva
CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6358
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http:/iwww ib.unicamp.br/ceeal

119



ANEXO 2

BOLETIM
0864/12-02
i
RELATORIO DE ENSAIO DE CREME A, CHICA LIVRE
Farmacia de Manipulagio
Cliente: Mary Ann Foglio Data da Coleta: 15/10/12
Enderego: Avenida Alexandre Cazellato, 999 Hora: 13:50 h
Cidade: Paulinia — SP Data de emisséo do boletim: 23/10/12
Telefone: (19) 2139-2862 Lote: Nao Informado
Contato: llza Maria de Oliveira Sousa Coletor: o cliente
ANALISES MICROBIOLOGICAS
Produto: CREME A, CHICA LIVRE
Composigio: 97.5 % de Lanette e 2,5% de EB. A. Chica
Data de Fabricag¢do: 10/10/12
Data de Validade: Nio informado
Fornecedor: Nao informado
Ixame Macroscopico:
Caracteristicas Visuais: normais.
Odor: caracteristico
PARAMETROS MICROBIOLOGICOS
. i Referéncia:
. Tnid: Analise d St
Parimetros }\:;‘lll‘t‘ii \Mm:zf; 5A7"’°‘t“‘ Resolugio 481/1999
¢ Guia ABC
; nntagc‘rr.‘Padrao de Bactérias UEC/s 10 | B
Heterotroficas
Contagem Total de Fungos 2 C o (
(Bolores ¢ Leveduras) URCuE <1 )
Microrganismos Mesdfilos Totais N
= = J.F.Cle !
Acrobios (IF'ungos ¢ Bactérias) UFCE 9 =500
Coliformes Totais P-Alg Auséncia | Auséncia
Coliformes Fecais P-Alg Auséncia [ Auséncia

Legendas:
U.F.C. = Unidade Formadora de Colénia
’-A = Presenga-Auséncia

Metodologias ¢ Referéncias:

Resoluciio n © 481 de 23 de setembro de 1999 — Controle Microbiologico de Produtos Cosméticos.

Farmacopéia Brasileira - 4. Ediciio 2005

Guia ABC de Microbiologia — Controle Microbiologico na Indistria de Produtos de Ifigiene Pessoal, Cosméticos
¢ Perfumes. 3° Edigio 2008.

Registro no Conselho Reg. de Quimica CRQ LV N°15979-F /Registro no Conselho Reg. de Biologia CRBiol N*364/01

Notas:
| - Os resultados apresentados neste relatério de ensaio referem-se exclusivamente 2 amostra analisada.
2 - Este relatério de ensaio 56 podera ser reproduzido por inteiro, sem qualquer alteragio. Em caso de necessidade,

solicitar segunda via ao laboratério.
3 - Os dados brutos de coleta e ensaios encontram-se disponiveis no laboratdrio.

CONCLUSAO \
|

A amostra atende aos padroes estabelecidos pela Resolugio n © 481 de 23 de setembro de 1999 ¢

recomendagdes do Guia ABC. [
Panta R Cauwmo

- X, (&L Lo ‘aula Koberta Caumo

T LA O W AN N .

S Marinelli U CRQ- 2449433340 Ragllo

\cRBio 31406/01-D _D\OVQ’U.\M\S Laboratério de wmml‘e de Qualidade LTDA.
= Rua Lotario Nova 3 * Taquaral ® 13076-150 » Campinas-SP
Fones: (19) 3213-9850 / 3386-4877 vw.bioquimis.com.br ¢ bioquimis@bioquimis.com.br
CNPJ 05.213. 001-84 = .M 73.867-0
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ANEXO 3

BOLETIM
0864/12-03
1
RELATORIO DE ENSAIO DE HIDROGEL A. CHICA LIVRE
Farmicia de Manipulagio
Cliente: Mary Ann Foglio Data da Coleta: 15/10/12
Endereco: Avenida Alexandre Cazellato, 999 Hora: 13:50 h
Cidade: Paulinia — SP Data de emissiio do boletim: 23/10/12
Telefone: (19)2139-2862 Lote: Nao Informado
Contato: llza Maria de Oliveira Sousa Coletor: o cliente
ANALISES MICROBIOLOGICAS
Produto: HIDROGEL A. CHICA LIVRE
Composiciio: 97.5 % de Gel Base Carbopol e 2,5% de EB. A. Chica
Data de Fabricagio: 10/10/12
Data de Validade: Nio informado
Fornecedor: Nio informado
Fxame Macroscopico:
Caracteristicas Visuais: normais.
Odor: earacteristico
- PARAMETROS MICROBIOLOGICOS
5 . FiE i s Referéncia:
Pariimetros Lﬂld.ﬂ-lll.b Amaliseda Amostea Resolugiio 481/1999
Analiticas 123158 o -
o B ¢ Guia ABC
agem Padrio de Bactéri
Conti.DLrninw ﬂl-h'l() de Bactérias UFCle <10 )
Heterotroficas &
Contagem Total de Fungos o~
(Bolores ¢ Leveduras) UFCHs =0
Microrganismos Mesofilos Totais -
Aerobios (Fungos e Bactérias) DFRCe =10 =300 _
| Coliformes Totais i P-Alg Auséncia ~ Austncia
| Coliformes 'ecais P-Ale Auséncia Auséneia |

l.cgendas:

Inidade Formadora de Colénia
P-A = Presenga-Auséncia

Metodologias ¢ Referéncias:

Resoluciio n * 481 de 23 de setembro de 1999 — Controle Microbiolégico de Produtos Cosméticos.

Farmacopéia Brasileira - 4%, Edigio 2005

Guia ABC de Microbiologia — Controle Microbiolégico na Inddstria de Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos
¢ Perfumes. 3° Edicio 2008.

Registro no Conselho Reg. de Quimica CRQ IV N°15979-F /Registro no Conselho Reg. de Biologia CRBiol N°364/01

Notas:
| - Os resultados apresentados neste relatério de ensaio referem-se exclusivamente a amostra analisada.
2 - Este relatdrio de ensaio s6 podera ser reproduzido por inteiro, sem qualquer alteragdo. Em caso de necessidade,

solicitar segunda via ao laboratério.
3 - Os dados brutos de coleta ¢ ensaios encontram-se disponiveis no laboratério.

CONCLUSAO \
A amostra atende a0s padrdes estabelecidos pela Resolugdo n ° 481 de 23 de setembro de 1999 ¢
recomendagdes do Guia ABC. '

5 \POR lauta R laumo

oo S A A Rob C 0
iar oberta Caum
f%}t&?&;??uri}nwﬂhmm BioQuimis Laboratério de Controle de Qualidade LTDA. j::;j-GMMBﬁH'M“ﬂ

) cRBio 31406/01-D Rua Lotdrio Novaes, 33 ¢ Taquaral ® 13076-150 = Campinas-SP
Fones: (19) 3213-9850 / 3386-4877 = www.bioquimis.com.br = bioquimis@bioguimis.com.br
CNPJ 05.213,796/0001-84 = |.M 73.867-0
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ANEXO 4

BOLETIM
0864/12-01
bw& uimis -
‘ RELATORIO DE ENSAIO DE HIDROGEL A. CHICA LIVRE
Farmécia de Manipulag¢do

Cliente: Mary Ann Foglio Data da Coleta: 15/10/12

Enderego: Avenida Alexandre Cazellato, 999 Hora: 13:50 h

Cidade: Paulinia — SP Data de emissdo do boletim: 23/10/12

Telefone: (19) 2139-2862 Lote: Nao Informado

Contato: Ilza Maria de Oliveira Sousa Coletor: o cliente

ANALISES MICROBIOLOGICAS

Produto: HIDROGEL A. CHICA LIVRE .

Composi¢io: 97,5 % de Gel Base Natrosol e 2,5% de EB. A. Chica

Data de Fabricagio: 11/10/12

Data de Validade: Ndo informado

Fornecedor: Niao informado

Exame Macroscopico:

Caracteristicas Visuais: normais.

Odor: caracteristico

PARAMETROS MICROBIOLOGICOS
p . By A o Referéncia:
Parametros /I\J:;(‘]]:ldc;: Andhs;zd;lg\Gmostrd Resolu¢ao 481/1999
‘ ) ¢ Guia ABC

(ontz}ggy Padrio de Bactérias UFE.CJa <10 .

Heterotroficas =

Contagem Total de Fungos s

(Bolores ¢ Leveduras) UeECE ==y i B

Microrganismos Meséfilos Totais . -

Aerdbios (Fungos ¢ Bactérias) CECSE =10 . 5300

Coliformes Totais P-Alg Auséncia Auséncia

(‘o]llonmus Fecais P-A/g Auséncia Auséncia

nidade Formadora de Colonia
-A = Presenga-Auséncia

Metodologias ¢ Referéncias:

Resolugiio n 481 de 23 de setembro de 1999 — Controle Microbiologico de Produtos Cosméticos.

Farmacopéia Brasileira - 4*. Edi¢ao 2005

Guia ABC de robiologia — Controle Microbiolégico na Industria de Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos
¢ Perfumes. 3° Edicio 2008.

Registro no Consclho Reg. de Quimica CRQ IV N°15979-F /Registro no Conselho Reg. de Biologia CRBiol N364/01

Notas:
I - Os resultados apresentados neste relatério de ensaio referem-se exclusivamente & amostra analisada.
- Este relatério de ensaio s6 poderd ser reproduzido por inteiro, sem qualquer alteragdo. Em caso de necessidade,
solicitar segunda via ao laboratorio.
3 - Os dados brutos de coleta e ensaios encontram-se disponiveis no laboratério.

CONCLUSAO

A amostra atende aos padrdes estabelecidos pela Resolugao n © 481 de 23 de sctembro de 1999 ¢
recomendagdes do Guia ABC.

Ml B Um0
'/‘%;, \ﬁ\uw & MN aula Roberta Caumo
" 8 Regllio

€ siani Tm)Mamlelh BioQuimis Laboratorio de Controle de Qualidade LTDA CRQ-04404333/4° Reg

CRBio 31406/01-D g, | otario Novaes, 33 * Taquaral » 13076-150 = Campinas-SP
Fones: (19) 3213-9850 / 3386-4877 = www.bioquimis.com.br ¢ bioquimis@bioquimis.com.br
CNPJ 05.213.796/0001-84 * |.M 73.867-0
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ANEXO 5

BOLETIM
—s = § 0864/12-04
NiigEE s D
SI0L)UIMIS =
RELATORIO DE ENSAIO DE HIDROGEL A. CHICA LIVRE
Farmacia de Manipulagao
Cliente: Mary Ann Foglio Data da Coleta: 15/10/12
Enderec¢o: Avenida Alexandre Cazellato, 999 Hora: 13:50 h
Cidade: Paulinia — SP Data de emissiio do boletim: 23/10/12
Telefone: (19) 2139-2862 Lote: Nao Informado
Contato: [lza Maria de Oliveira Sousa Coletor: o cliente
ANALISES MICROBIOLOGICAS
Produto: HIDROGEL A. CHICA LIVRE
Composic¢io: 97,5 % de Gel Base Natrosol € 2.5% de EB. A. Chica
Data de Fabricagio: 14/09/12
Data de Validade: Nio informado
Fornecedor: Nao informado
Lxame Macroscopico:
Caracteristicas Visuais: normais.
Odor: caracteristico
PARAMETROS MICROBIOLOGICOS
; T e | Referéncia:
Parimetros Unidades | Analise da Amostra | o o1 cq 481/1999
Analiticas 123159 oF
S T ¢ Guia ABC
(,onmgmjivl"adrao de Bactérias UFCJg <10 B
IHeterotroficas
Contagem Total de Fungos S A
S g < ”
(Bolores e Leveduras) UFClg il
Microrganismos Mesofilos Totais _
Aerdbios (Fungos e Bactérias) UECHE i il
Coliformes Totais P-Alg Auséncia Auséncia
Coliformes Fecais P-Alg Auséncia Auséncia

Legendas:
U.F.C. = Unidade Formadora de Coldnia
P-A = Presenga-Auséncia

Metodologias ¢ Referéncias:

Resolugiio n * 481 de 23 de setembro de 1999 — Controle Microbiologico de Produtes Cosméticos.

Farmacopéia Brasileiva - 4. Edi¢ao 2005

Guia ABC de Microbiologia — Controle Microbiolégico na Indastria de Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos
¢ Perfumes. 3° Edigao 2008,

Registro no Conselho Reg. de Quimica CRQ 1V N°15979-F /Registro no Conselho Reg. de Biologia CRBiol N"364/01
Notas:

1 - Os resultados apresentados neste relatério de ensaio referem-se exclusivamente 4 amostra analisada.

2 - Este relatorio de ensaio 56 podera ser reproduzido por inteiro, sem qualquer alteragio. Em caso de necessidade,
solicitar segunda via ao laboratorio.

3 - Os dados brutos de coleta ¢ ensaios encontram-se disponiveis no laboratorio.

[ CONCLUSAO

+
| A amostra atende aos padides estabelecidos pela Resolucio n ® 481 de 23 de setembro de 1999 ¢

‘ recomendagdes do Guia ABC.

PAita R Caaeem
I\ Paula Roberta Caumo
T P CRQ- G023 Rogiko

A\ Jussiani-tdrim M’,m‘"eij}L “BioQuimis Laboratorio de Controle de Qualidade LTDA
L% J CRBio 31406/01-p  Rua Lotario Novaes, 33 = Taquaral = 13076-150 = Campinas-SP
Fones: (19) 3213-9850 / 3386-4877 = www.bioquimis.com.br = biogquimis@bioquimis.com.br
CNPJ 05.213.796/0001-84 = |.M 73.867-0
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